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Caractérisation des signaux intracellulaires activés par les anticorps monoclonaux anti-
CD20 dans un modèle de culture en 3 dimensions du lymphome folliculaire 
Le lymphome folliculaire (LF) est le 2ème type de lymphome non-Hodgkinien le plus fréquent. 
Les cellules de LF sont caractérisées par la surexpression de la protéine anti-apoptotique Bcl-
2, conséquence de la translocation t(14;18). Le LF est une pathologie incurable malgré les 
nombreuses stratégies thérapeutiques. L’apparition des anticorps monoclonaux (AcMo) anti-
CD20 a révolutionné les traitements, notamment avec le développement du Rituximab (RTX). 
Pour pallier les phénomènes de résistance et grâce aux progrès de l’ingénierie, des AcMo anti-
CD20 de nouvelle génération ont été développés, tels que l’Obinutuzumab (GA101). 
Les objectifs de mes travaux de thèse sont de comparer les mécanismes du RTX et du GA101. 
Pour cela, il est important de disposer d’un modèle d’étude relevant de la pathologie. Le rôle 
de la masse tumorale dans l’efficacité thérapeutique a été de longue date étudié dans les 
tumeurs solides mais très peu dans les hémopathies malignes. Pourtant, il a été récemment 
montré que celle-ci influence la réponse aux traitements dans les LF. C’est pourquoi, nous 
avons utilisé un modèle de culture 3D développé dans notre laboratoire. Ce modèle, appelé 
MALC (Multicellular Aggregates of Lymphoma Cells), est adapté de la technique de la goutte 
inversée. Il nous permet d’obtenir des structures 3D sur lesquelles nous étudions les effets de 
deux AcMo: RTX et GA101. 
Les AcMo peuvent agir selon différents mécanismes directs ou indirects en fonction de la 
liaison au CD20 et/ou au récepteur au fragment constant des immunoglobulines. Ainsi, 
concernant les effets directs, nous montrons que le RTX et le GA101 inhibent la croissance 
des MALC et induisent de l’apoptose. Le GA101, quant à lui, induit également de la 
sénescence et de la mort lysosomale. Grâce à la technique du fluorescent cellbarcoding, nous 
montrons que le GA101 inhibe les voies de signalisation classiquement activées dans les 
cellules de LF. Concernant les effets indirects, nous avons étudié l’ADCC (Antibody 
Dependent Cell Cytotoxicity) et montré que le RTX et le GA101 augmentent l’activité 
cytotoxique des cellules NK et des lymphocytes T γδ vis-à-vis des MALC. L’action du 
GA101 est plus forte que celle du RTX tant dans l’activation des cellules effectrices que dans 
la lyse des cellules cibles. Des analyses en microscopie confocale ont permis d’étudier 
l’infiltration des cellules immunitaires en présence des AcMo au sein des MALC. 
Au total, mes travaux montrent d’une part, l’intérêt du modèle 3D pour l’étude des 
mécanismes d’action des AcMo, et d’autre part la meilleure efficacité du GA101. Ces travaux 
ouvrent de nombreuses perspectives dans l’exploration des mécanismes d’action des AcMo 
mais également dans le développement de modèle 3D à partir de cellules de patients. Le LF 
étant une pathologie qui reste à l’heure actuelle incurable, l’amélioration de l’efficacité 
thérapeutique représente un enjeu majeur. 
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Le lymphocyte B (LB) est une cellule immunitaire dont la réputation n’est plus à faire. 
Cependant, si l’on revient quelques temps en arrière il n’en était pas de même. A la fin du 
XIXème siècle, Emil von Behring, médecin allemand, fit une découverte qui révolutionna le 
monde de l’immunologie. En effet, il observa chez des cobayes immunisés contre la toxine 
diphtérique ou le tétanos la présence d’un facteur humoral. Peu de temps après, il découvrit 
que le sérum de ces animaux, porteur de ce facteur humoral, pouvait transférer l’immunité. 
Cela lui valut en 1901 le prix Nobel pour « son travail sur la thérapie par le sérum, 
particulièrement son application contre la diphtérie, grâce à laquelle il a ouvert une nouvelle 
voie dans le domaine de la science médicale et par conséquent placé dans les mains du 
médecin une arme victorieuse contre la maladie et la mort ». Ce facteur humoral prit alors le 
nom d’antitoxine et prendra plusieurs années plus tard le nom d’anticorps ou 
d’immunoglobuline (Ig). Ces travaux ont été accompagnés à la même époque de ceux d’un 
autre scientifique allemand: Paul Ehrlich. Ce dernier fut également lauréat du prix Nobel en 
1908 en reconnaissance de ses travaux sur l’immunité. Ce prix Nobel récompense une théorie 
de la réponse immunitaire centrée sur l’interaction entre les antigènes et les anticorps.  
L’immunité adaptative était née. 
Ce n’est que près d’un siècle plus tard, grâce aux travaux de Miller et Mitchell, que l’on 
découvrit que la production de ces anticorps étaient spécifiquement l’apanage des LB ou 
cellules B (1, 2). Ces cellules ont été ainsi nommées par Roitt et ses collaborateurs du fait de 
leur provenance de la bourse de Fabrice chez les oiseaux (B pour Bursa-equivalent) par 
opposition aux cellules T, dérivant du thymus (3). 
Dans une revue originale à la fin du XXème siècle, Miller fit le bilan d’un siècle de 
découvertes et d’avancées dans le monde de l’immunologie (4). Il conclut en reprenant une 
phrase de Winston Churchill qui ne vieillit pas : « So much accomplished, so much still be 
done ». 
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I- LE LYMPHOCYTE B: SA VIE, SON ŒUVRE 
 
Les LB sont des cellules immunitaires responsables de la réponse immunitaire humorale 
spécifique grâce aux anticorps qu’ils produisent. Ils jouent également le rôle de cellule 
présentatrice d’antigène (CPA). 
L’ontogénie des LB débute dans la moelle osseuse à partir des cellules souches 
hématopoïétiques (CSH). Les LB vont ensuite migrer vers le sang pour atteindre les organes 
lymphoïdes secondaires (OL IIR). La seule destinée du LB, en dehors des cellules mémoires, 
est de devenir un plasmocyte qui reviendra coloniser la moelle osseuse. Pour cela, la 
maturation du LB doit faire face aux réarrangements des gènes des différentes classes de BCR 
(B-Cell Receptor) (Figure 1). 
Figure 1: Développement des lymphocytes B. 
Résumé des différentes étapes de la vie d’un lymphocyte B et son parcours du précurseur au 
plasmocyte (ou à la cellule B mémoire) (5). 
 
1- Naissance des lymphocytes B dans la moelle osseuse 
 
a) De la cellule souche hématopoïétique aux cellules précurseurs B 
 
La moelle osseuse (MO) se trouve dans la cavité médullaire centrale des os. Elle forme un 
micro-environnement complexe qui sera le berceau de l’hématopoïèse précoce. C’est au sein 
Introduction – Chapitre I 
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de cette niche que vont se trouver les CSH. Des études menées en 1997 chez la souris ont 
permis de connaître les premiers progéniteurs. Ainsi, les CSH permettent la formation des 
LMPPs (Lymphoid-Primed Multipotent Progenitors) donnant naissance au lignage 
lymphoïde. Ces LMPPs peuvent se différencier en CLPs (Common Lymphoid Progenitors) 
qui eux, sont capables de donner des cellules B et T (6).  
C’est à partir de ces CLPs que vont naître les cellules précurseurs B. On peut distinguer 4 
catégories de précurseurs qui ont été identifiés dans les années 1990 sous le nom de fractions 
A, B, C et D. Ces fractions correspondent aux cellules pré-pro-B, pro-B et pré-B (7). Ces 
précurseurs ont été caractérisés par l’expression différentielle de certaines molécules de 
surface (Figure 2). 
Figure 2: Différents stades cellulaires du développement des lymphocytes B. 
La cellule B va passer par différents stades avant de devenir un plasmocyte. Toutes ces étapes sont 
marquées par des expressions différentielles de marqueurs protéiques qui permettront de distinguer les 
différents intermédiaires cellulaires (8). 
 
Le développement de ces cellules précurseurs est dépendant du micro-environnement 
médullaire et de l’activation séquentielle de facteurs de transcription. Il nécessite la présence 
de plusieurs facteurs solubles tels que CXCL12 ou l’interleukine 7 (IL-7). Ces facteurs sont 
sécrétés par les cellules stromales qui forment la niche médullaire et principalement par les 
cellules réticulaires (Figure 3) (8).  
Introduction – Chapitre I 
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Les mécanismes exacts régulant le développement des cellules précurseurs B ne sont pas 
encore bien connus mais on sait que cette niche médullaire est indispensable pour l’ontogénie 
des LB. 
Figure 3: Développement des cellules B dans la moelle osseuse. 
Le parcours des cellules précurseurs B dans la niche médullaire est dirigé par les cellules stromales 
(cellules réticulaires, ostéoblastes…) qui vont leur délivrer les facteurs solubles essentiels à leur 
développement (8). 
 
Le développement des cellules précurseurs B est caractérisé par l’expression de marqueurs 
protéiques mais surtout par l’expression de l’Ig de surface qui servira de récepteur à 
l’antigène.  
 
b) La recombinaison V(D)J 
 
Dans les cellules B progénitrices, va s’initier l’assemblage des gènes pour les régions 
variables des chaînes lourdes et légères des Igs. Il a été montré, dans les années 80, par 
Tonegawa et ses collaborateurs que cet assemblage subissait des recombinaisons sur des sites 
spécifiques de l’ADN (9). Cette découverte lui a valu le prix Nobel en 1987 car elle est à 
l’origine d’un processus fondamental en immunologie : la génération de la diversité des 
anticorps. 
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Ce phénomène est aujourd’hui connu sous le nom de recombinaison V(D)J (Variable 
(Diversity) Joining) et a été longuement étudié afin de connaître son mécanisme.  
Ce processus consiste en l’assemblage des segments géniques V, D et J (Figure 4). Les sites 
de recombinaison sont définis grâce à des séquences essentielles et hautement conservées : les 
RSS (Recombination Signal Sequences). Ces séquences vont être reconnues par une 
machinerie protéique qui effectuera la réaction de recombinaison. L’initiation de la 
recombinaison se fera grâce à des protéines codées par deux gènes spécifiques aux 
lymphocytes: RAG1 et RAG2 (Recombination-Activating Gene) qui ont été découverts à la 
suite des études de Tonegawa (10, 11). Ces protéines vont générer des cassures double-brin 
dans l’ADN entre les segments géniques et les séquences RSS (12). Ces cassures seront 
ensuite réparées par les protéines du système de réparation NHEJ (Non-Homologous End-
Joining). 
Figure 4: Recombinaison V(D)J dans les cellules précurseurs B. 
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Le réarrangement est tout d’abord initié sur le locus de la chaîne lourde IgH (Heavy Chain 
Immunoglobulin) du CLP ou de la cellule pro-B nouvellement formée. Ce réarrangement 
concerne les segments DH et JH. Le réarrangement entre les segments VH et DJH se produira 
plus tard au stade pro-B tardif (13). 
La recombinaison V(D)J permet d’obtenir la chaîne Igµ qui fait partie du complexe pré-BCR, 
exprimé sur les cellules pré-B. Le pré-BCR est nécessaire pour initier divers processus dans 
les cellules pré-B comme la prolifération ou encore l’exclusion allélique. L’exclusion 
allélique est une étape intégrale de la différenciation B qui assure l’expression à la surface 
d’un BCR à spécificité unique (14). Le signal du pré-BCR va également participer à la 
recombinaison du gène de la chaîne légère. 
A l’issue de ces évènements, la cellule B exprime un BCR avec les chaînes lourdes et légères 
qui ont subies le réarrangement. On passe donc au stade B immature exprimant le BCR à sa 
surface. 
 
2- Maturation du lymphocyte B immature 
 
Avant de quitter la MO, les cellules B immatures vont subir le processus de sélection négative 
visant à éliminer les cellules ayant un BCR autoréactif. En effet, les cellules B ayant un BCR 
réactif pour les antigènes du soi seront éliminées par apoptose. Les autres pourront quitter la 
MO et se diriger vers les OL IIR, principalement la rate et les ganglions lymphatiques, avec à 
leur surface, un BCR d’isotype IgM. 
Les cellules immatures vont subir la maturation dans les OL IIR, elles vont les traverser et 
ressortiront quand elles auront atteint leur maturité (Figure 5). Cette phase de maturation dans 
les OL IIR est, contrairement à celle se déroulant dans la moelle osseuse, dépendante des 
antigènes. 
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Figure 5: Trajet des cellules B dans les OL IIR: le chemin vers la cellule B mature. 
Les cellules B immatures vont entrer dans les OL IIR au niveau de la zone marginale puis vont 
traverser la zone du manteau. Elles parviennent ainsi au centre germinatif qui est la zone clé de la 
différenciation des cellules B. Elles ressortiront ensuite quand la différenciation sera achevée et les 
plasmocytes retourneront au niveau de la MO (15). 
 
On retrouve dans la circulation des lymphocytes B immatures qui transitent de la MO vers les 
OL IIR. Ces cellules dites « transitionnelles » vont acquérir l’expression des IgD en surface en 
plus des IgM grâce à un processus d’épissage alternatif (16). On obtient ainsi des cellules B 
matures naïves qui vont rejoindre les OL IIR. 
 
Pour la suite, nous prendrons l’exemple du ganglion lymphatique comme OL IIR dans la 
mesure où la pathologie étudiée se développe dans cet organe. 
 
a) Structure du centre germinatif 
 
Les cellules B naïves, via des récepteurs aux cytokines et à l’expression de CD40, vont être 
attirées vers une zone riche en cellules T (T cell zone, paracortex). L’interaction avec les 
cellules T va activer les cellules B entraînant ainsi leur prolifération. Cela initie la formation 
du centre germinatif (CG) (17). Les cellules B proliférantes, les centroblastes, vont former la 
zone sombre du CG. Par opposition, la zone claire va contenir les centrocytes (cellules non 
proliférantes), les cellules dendritiques folliculaires (CDF), des cellules T et des macrophages 
(Figure 6). 
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Figure 6: Structure et composants cellulaires du centre germinatif. 
Les cellules B naïves entrent dans le ganglion lymphatique par la zone T. Un phénomène d’intense 
prolifération fait suite aux interactions cellules B-cellules T et entraîne la formation de deux zones 
dans le centre germinatif : la zone sombre et la zone claire. Le CG contient de nombreux acteurs 
cellulaires tels que les cellules T, les CDFs ou encore les macrophages. Ce micro-environnement est 
crucial pour la différenciation des cellules B (18). 
 
Les CDFs présentent à leur surface des antigènes qu’elles ont acquis via un relai entre les 
macrophages et des cellules apparentées B. Grâce à cette expression antigénique sous forme 
de complexe immun, les CDFs peuvent jouer leur rôle de CPAs vis-à-vis des cellules B. Ces 
CDFs vont être essentielles dans la sélection des cellules B: seules les cellules B présentant un 
BCR à haute affinité reçoivent un signal de survie. Les autres seront éliminées par apoptose. 
Les macrophages présents dans cette zone claire permettront l’élimination des cellules B 
apoptotiques afin d’éviter des réactions auto-immunes (18, 19). 
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Les cellules B du CG sont connues pour être très sensibles à l’apoptose. Cela s’explique par le 
fait que ces cellules sont déficientes en protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2 (B-Cell 
Lymphoma 2). Cela permet l’élimination rapide de cellules présentant un BCR non 
fonctionnel ou muté (20).  
A la suite de l’activation du BCR par liaison à un antigène, un signal activera des mécanismes 
conduisant à des modifications responsables d’une augmentation de la diversité des Igs. Ces 
mécanismes sont indispensables à l’augmentation de la spécificité de la réponse immunitaire 
ainsi qu’à celle vis-à-vis de l’antigène. Ces mécanismes majeurs sont: la mutation 
hypersomatique et la commutation de classe. 
 
b) La mutation hypersomatique 
 
La mutation hypersomatique (MHS) est un processus par lequel des mutations ponctuelles 
sont introduites dans les régions variables des chaînes lourdes et légères du BCR. Ce 
processus permet la génération d’un répertoire diversifié d’anticorps et induit une maturation 
de l’affinité du BCR.  
La MHS se produit dans les centroblastes au sein de la zone sombre du CG et va générer 
substitutions, délétions ou insertions dans la région V(D)J réarrangée. Ce phénomène est 
associé à des cassures double-brin de l’ADN dues à l’activité d’une enzyme exprimée par les 
centroblastes: l’AID (Activation-Induced cytidine Deaminase) (21, 22). Cette enzyme catalyse 
l’initiation du processus en déaminant les cytidines directement sur l’ADN, générant les 
cassures. Suite à cela, le système de réparation non fidèle « error-prone » répare ces cassures 
en induisant des mutations ponctuelles (20). 
Le but de la MHS est de permettre la sélection de cellules B exprimant un BCR de meilleure 
affinité pour l’antigène. Les cellules présentant un BCR de faible affinité pour l’antigène 
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c) La commutation de classe 
 
La commutation de classe (CC), aussi connue sous le nom de commutation isotypique, est un 
processus qui permet le remplacement des Igs d’isotypes IgM et IgD par d’autres isotypes 
IgG, IgA ou encore IgE. Chaque isotype présente une fonction bien distincte, mais il est 
important de préciser que la CC permet de modifier la fonction des Igs tout en conservant leur 
spécificité.  
Ce mécanisme correspond à un réarrangement irréversible de l’ADN et implique l’enzyme 
AID. Il va se produire une excision des séquences d’ADN situées entre le gène J et le gène 
codant pour la chaîne lourde voulue. Cela est permis grâce à la présence de séquences 
caractéristiques (séquences Switch) en amont de chaque gène qui vont entraîner le 
rapprochement des séquences codant pour l’IgM et l’Ig voulue. C’est la nature des cytokines 
et des signaux co-stimulateurs qui va déterminer l’isotype de l’Ig. Les signaux mis en jeu 
peuvent faire intervenir des récepteurs tels qu’ICOS (Inducible T-cell CO - Simulator) ou les 
récepteurs BAFF. De plus, il semble que le facteur de transcription IRF4 soit capable de 
réguler indirectement l’expression de AID (20).  
 
3- Obtention des cellules professionnelles  
 
L’étape finale de la différenciation des cellules B se caractérise par l’obtention de deux types 
cellulaires : les cellules B mémoires et les plasmocytes (Figure 7). Les évènements (MHS et 
CC) qui viennent de se produire dans le CG ne semblent pas orienter la différenciation 
terminale en plasmocytes ou cellules mémoires. Les signaux requis sont encore mal connus 
mais plusieurs gènes ont été identifiés, notamment pour orienter la différenciation en 
plasmocytes. 
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Figure 7: Différenciation terminale post-CG. 
Les centrocytes vont pouvoir donner deux types de cellules: les cellules B mémoires et les 
plasmocytes. L’orientation vers l’un ou l’autre des types cellulaires va être conditionnée par la 
modulation de différents facteurs nucléaires mais les mécanismes exacts sont encore aujourd’hui peu 
connus adapté de (20). 
 
La différenciation terminale en plasmocytes nécessite l’inactivation du gène PAX5 (Paired 
BoX 5), gardien de l’identité B. L’inhibition de PAX5 est la première étape vers la 
différenciation en plasmocytes avec l’établissement des pré-plasmablastes qui sécrètent un 
faible taux d’anticorps. Ensuite, l’inhibition de BCL-6 (B-Cell Lymphoma 6) va enclencher la 
formation des plasmablastes et s’en suivra l’obtention des plasmocytes qui eux sont capables 
de sécréter des anticorps spécifiques de haute affinité (20). On distingue deux types de 
plasmocytes : les plasmocytes à longue durée de vie et ceux à faible durée de vie. Cette durée 
de vie est conditionnée par leur localisation. Les plasmocytes à courte durée de vie vont rester 
dans le ganglion lymphatique où ils produiront la première vague d’anticorps spécifiques. Les 
autres plasmocytes, qui retourneront dans la MO, verront leur durée de vie s’allonger de 
plusieurs années. 
Les cellules B mémoires se définissent comme étant des cellules spécifiques à l’antigène et à 
longue durée de vie. Une fois générées, ces cellules rejoignent la population B circulante et 
migrent vers les différents tissus où elles assureront la veille immunologique. Elles persistent 
dans l’organisme en l’absence d’antigène et constituent la population cellulaire qui répondra 
par une différenciation massive en plasmocytes si l’antigène ayant déclenché leur production 
réapparaît (23).  
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L’ontogénie des lymphocytes B (Figure 8) est un phénomène extrêmement régulé. Le bon 
déroulement de la différenciation conditionnera l’immunité humorale et ainsi la protection de 
l’organisme contre les pathogènes. Cependant, il peut exister des dysfonctionnements 
générant des cellules B anormales et pouvant ainsi engendrer des situations pathologiques. 
C’est dans ce contexte que va se poursuivre cette introduction pour le cas d’une hémopathie 
maligne particulière : le lymphome folliculaire. 
 
 
Figure 8: Ontogénie des cellules B.  
Schéma récapitulant les étapes et les évènements du développement des lymphocytes B (24). 
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II- LE LYMPHOME FOLLICULAIRE: UN CANCER MECONNU DU 
GRAND PUBLIC 
 
1- Généralités sur les cancers du système lymphatique 
 
Un lymphome est un cancer du système lymphatique caractérisé par la prolifération de 
lymphocytes T ou B malins (parfois de cellules Natural Killer (NK) mais ceci est très rare), 
prenant naissance dans les ganglions lymphatiques et pouvant s’étendre aux autres OL IIR. 
Les lymphomes sont souvent révélés par la présence d’une adénopathie. 
Il existe deux grands types de lymphomes B:  
 - La maladie de Hodgkin: caractérisée par la présence de grosses cellules atypiques 
appelées les cellules de Reed-Sternberg. Elle représente 10% des lymphomes. 
 - Les lymphomes non-Hodgkiniens (LNHs), 90% des lymphomes, que l’on distingue 
selon leur degré de malignité: les indolents (faible malignité) et les agressifs (malignité 
élevée). 
La classification d’Ann-Arbor est utilisée en médecine pour faire le bilan d’extension des 
lymphomes malins. Elle repose sur des critères communs aux lymphomes et est très utile pour 
le pronostic (25). 
Cette classification distingue 4 stades: 
 Stade I: atteinte d’un seul groupe ganglionnaire ou d’un seul organe 
 Stade II: atteinte de plus d’une aire ganglionnaire d’un même côté du diaphragme 
 Stade III: adénopathies multiples des deux côtés du diaphragme 
 Stade IV: atteinte viscérale diffuse avec au moins une atteinte ganglionnaire ou 
atteinte médullaire. 
A cela on ajoute: 
 E aux stades I, II et III s’il y a présence d’une atteinte viscérale contigüe 
 B si le patient présente un amaigrissement inexpliqué de plus de 10 % du poids du 
corps en moins de 6 mois, une fièvre inexpliquée (>38°C) de plus de 8 jours ou encore 
des sueurs nocturnes profuses 
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 A si aucun signe de B 
 X si la masse tumorale est volumineuse (>10cm de diamètre) 
 
a) La maladie de Hodgkin 
 
En France, la maladie de Hodgkin se situe au 20ème rang des cancers chez l’homme et au 21ème 
chez la femme avec une incidence en France de 2,2/100 000 habitants et 2,5/100 000 habitants 
chez l’homme et la femme respectivement. La survie relative à 5 ans est de 85% chez 
l’homme et de 92% chez la femme. 
Les patients présentent typiquement une lymphadénopathie cervicale ou supra-cervicale avec 
des symptômes systémiques dans 25% des cas. Les atteintes sont presque exclusivement 
ganglionnaires mais peuvent envahir la MO (5 à 8% des cas). Concernant l’étiologie de cette 
pathologie, elle peut être variable mais la cause la plus fréquente reste une infection virale due 
au virus Epstein-Barr (26). 
Les perspectives sont très bonnes pour les patients à des stades précoces (I à IIA) avec une 
survie globale de 90% et pour les patients présentant un stade avancé, la survie globale est de 
75 à 90%. Pour les stades avancés, un score est calculé et permet d’évaluer le pronostic. Ce 
score, appelé score de Hasenclever, est calculé selon la présence, ou non, de sept facteurs 
cliniques; la présence de chaque facteur réduit de cinq ans la survie globale (25). 
Facteurs pris en compte pour le calcul du score de Hasenclever (27): 
9 Age >45ans 
9 Sexe masculin 
9 Concentration en albumine dans le sérum <40g/L 
9 Concentration en hémoglobine <105g/L 
9 Maladie à un stade IV 
9 Leucocytose (concentration en globules blancs >15×109 ȼ/L) 
9 Lymphopénie (moins de 0,6×109 lymphocytes / L ou <8% des globules blancs totaux). 
Le traitement de cette pathologie va dépendre du stade auquel le patient est diagnostiqué. 
Selon le stade, le traitement est composé soit de l’association chimiothérapie (ABVD= 
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Doxorubicine + Bléomycine + Vinblastine + Dacarbazine) + radiothérapie soit chimiothérapie 
seule (MOPP6ABV= ABVD + Méchloréthamine + Procarbazine + Prednisone) (28) (29).  
 
Aujourd’hui, la plupart des patients atteints de la maladie de Hodgkin sont guéris mais la 
recherche continue afin de réduire les effets secondaires et de parvenir à une éradication 
tumorale totale. 
 
b) Les lymphomes non-Hodgkiniens 
 
L’incidence des LNHs est marquée par une augmentation importante durant ces deux 
dernières décennies et on dénombre en France 10 400 nouveaux cas par an. Les raisons de 
cette augmentation ne sont pas bien connues encore aujourd’hui bien que l’émergence du 
virus de l’immunodéficience humaine (VIH) a représenté un facteur d’augmentation de 
l’incidence de ces maladies (30). De plus, de nombreuses études ont montré que l’usage des 
pesticides était un facteur de risque important pour les LNHs (31). Ils représentent à l’heure 
actuelle le 6ème cancer le plus fréquent en France avec pour les hommes de 8,9 à 13 cas pour 
100 000 habitants/an et pour les femmes de 2,4 à 14,3 cas pour 100 000 habitants/an. Ces 
lymphomes sont des pathologies de l’adulte avec un âge moyen de survenue de 63-64 ans 
pour les hommes et de 66-70 ans pour les femmes. 
Les LNHs représentent un groupe hétérogène de cancer dont 85 à 90% sont à cellules B, les 
autres provenant des lymphocytes T voire rarement des cellules NK. On les classifie selon 
leur degré de malignité. On distingue ainsi les LNHs indolents (faible malignité) et les LNHs 
agressifs (malignité élevée). De plus, qu’ils soient de phénotype T ou B, les différents LNHs 
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Figure 9: Origines cellulaires des différents LNHs.  
B-CLL = Leucémie Lymphoïde Chronique B, DLBCL = Lymphome B Diffus à Grandes Cellules, 
MALT = Lymphome du tissu lymphoïde associé aux muqueuses (24). 
 
Les signes cliniques vont dépendre des sites atteints, du sous-type de LNH et de symptômes 
cités dans la classification de Ann-Arbor (le patient présente un amaigrissement inexpliqué de 
plus de 10 % du poids du corps en moins de 6 mois, une fièvre inexpliquée (>38°C) de plus 
de 8 jours ou encore des sueurs nocturnes profuses). 2/3 des patients présentent une 
lymphadénopathie non douloureuse qui est plus généralisée que dans la maladie de Hodgkin 
(33).  
Un index international de pronostic (IPI) a été mis en place au début des années 1990 pour 
évaluer le pronostic des patients atteints d’une forme agressive de LNH et celui-ci a été 
étendu comme modèle de pronostic pour les patients atteints de LNH. Cet IPI prend en 
compte l’âge du patient (> ou < à 60 ans), la concentration en lactate déshydrogénase (LDH), 
le stade selon la classification d’Ann-Arbor (I/II vs III/IV), le nombre de sites extra-
ganglionnaires atteints et le statut de performance du Eastern Cooperative Oncology Group 
(34). Cet index permet ainsi de distinguer quatre groupes de risque et d’établir un pronostic 
pour chaque patient.  
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2- Diagnostic et pronostic 
 
Le lymphome folliculaire (LF) est le second type de LNH le plus fréquent avec environ 30% 
des cas (31). Il s’agit d’un lymphome indolent à progression lente dont la survie globale 
moyenne est de 10 ans (35) et l’âge moyen au diagnostic est de 60 ans.  
Au diagnostic, les patients présentent une lymphadénopathie asymptomatique avec dans 70% 
des cas une infiltration de la MO. Moins de 20% des patients présentent les symptômes 
décrits dans la classification d’Ann-Arbor et également moins de 20% des patients ont une 
concentration élevée en LDH dans le sérum (36). 
Le pronostic du LF est variable et de nombreux traitements peuvent être proposés. C’est 
pourquoi un index pronostic adapté à cette pathologie a été mis en place. Il s’agit du score 
FLIPI (Follicular Lymphoma International Prognostic Index). Pour calculer ce score, cinq 
facteurs de risques principaux sont pris en compte: l’âge (> ou < à 60 ans), le stade Ann-
Arbor (I/II vs III/IV), le taux d’hémoglobine (< ou > 120g/L), le nombre d’aires 
ganglionnaires atteintes (> ou < à 4) et le taux de LDH. Ainsi, trois groupes à risque ont été 
définis: le groupe à faible risque (score 0-1, 36% des patients), celui à risque intermédiaire 
(score de 2, 37% des patients) et celui à risque élevée (score >3, 27% des patients). Ce score 
FLIPI apparaît plus discriminant pour le LF que le score IPI et peut notamment être très utile 
pour le choix des traitements (37). 
La transformation du LF en lymphome agressif est cliniquement marquée par une rapide 
atteinte des sites extra-ganglionnaires, le développement de symptômes B (classification Ann-
Arbor) et une forte augmentation du taux de LDH. Cette transformation de LF est la 
principale cause de décès chez les patients. Le plus souvent, le LF va se transformer en 
DLBCL et plus rarement en lymphome de Burkitt. Selon le stade du LF ces transformations 
auront lieu dans 10 à 70% ces cas avec un risque de 3% par an (38). 
 
3- Origines des cellules lymphomateuses: le moment où tout bascula… 
 
Chez l’Homme, le développement des lymphocytes B débute dans la MO et est initié par la 
recombinaison V(D)J. Ce processus est fondamental dans la vie du lymphocyte B et est donc 
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extrêmement régulé. Mais parfois, il peut survenir des accidents génétiques. Certains seront 
corrigés par la machinerie cellulaire mais ceux qui ne le seront pas pourront être la cause de 
nombreuses pathologies telles que le LF (39). 
C’est à cette étape là de la vie d’un lymphocyte B que va survenir l’accident génétique qui va 
initier la cascade oncogénique conduisant au LF: la translocation t(14;18). Cette translocation 
survient après la cassure double-brin sur le locus IgH du chromosome 14 suite à une 
recombinaison V(D)J médiée par la protéine RAG défectueuse et à une autre cassure au 
niveau du locus BCL-2 sur le chromosome 18 à cause de sites CpG fragiles (40). Cette 
translocation va conduire à la surexpression constitutive de la protéine Bcl-2, protéine anti-
apoptotique (Figure 10). 
Figure 10: La t(14;18) conduit à la surexpression constitutive de Bcl-2. 
a. Le chromosome 14 contient le locus IgH et le chromosome 18 le locus BCL2. 
(www.kreatech.com/uploads/RTEmagicC_d7f9c4b392.jpg.jpg) b. La technique du FISH (Fluorescent 
In Situ Hybridization) permet de visualiser la fusion IGH/BCL2. En rouge le locus intact BCL2, en 
vert le locus intact IGH. Les flèches indiquent la fusion IGH/BCL2, et donc les cellules porteuses de la 
t(14;18) (41). 
 
Cette translocation n’empêche pas la différenciation des lymphocytes B. Ainsi, les cellules B 
naïves porteuses de la translocation t(14;18) vont quitter la MO pour se rendre dans les OL IIR 
(42). 
Les cellules normales du CG présentent une capacité accrue à répondre aux signaux 
apoptotiques, notamment due à l’absence de protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2, ce 
qui permet l’élimination rapide des cellules B ayant un BCR non fonctionnel (17). C’est au 
sein de ce CG que la transformation maligne du LF va se produire (Figure 11). 
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Figure 11: Le centre germinatif, une véritable niche pour la lymphomagenèse. 
Les altérations génétiques survenues au cours de la maturation des lymphocytes B vont constituer des 
obstacles au bon déroulement de la différenciation dans le CG entraînant l’apparition des différents 
lymphomes. Dans le cas du LF, la t(14;18) conduisant à l’expression constitutive de la protéine anti-
apoptotique Bcl-2 va induire un défaut d’apoptose des centrocytes (20). 
 
Les cellules B porteuses de la t(14;18) ont, quant à elles, un avantage de survie dû à 
l’expression constitutive de Bcl-2 et celles-ci seront protégées de l’apoptose même si elles 
portent un BCR non fonctionnel.  
La t(14;18) est le premier élément à l’origine de la lymphomagenèse mais il est important de 
noter qu’au diagnostic, 10% des patients atteints de LF ne présentent pas cette translocation 
(43). De plus, la t(14;18) peut être retrouvée chez des individus sains (44, 45). Cette 
translocation ne peut donc pas, à elle seule, être responsable de l’apparition d’un LF et il 
existe ainsi d’autres altérations génétiques impliquées dans le développement d’un LF. 
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4- La t(14;18), oui mais pas seulement: aperçu d’un terrain génétique accidenté 
 
Plus de 50% des individus sains portent cette t(14;18), élément définissant initialement le LF, 
et seulement 1 personne sur 24 000 par an développera un LF. La transformation en cellules B 
lymphomateuses est donc un événement rare (46). La t(14;18) ne suffit pas pour une complète 
transformation en LF. L’analyse plus précise de ces cellules t(14;18)+ a montré qu’elles ont 
subi la CC, et ne sont donc pas des cellules naïves. En effet, ces cellules sont capables de 
répondre à la stimulation antigénique et même à un stimulus exogène viral (47). 
Ces cellules t(14;18)+ vont, dans le CG, subir la MHS et la CC. Ces deux réactions, bien que 
complètement différentes, dépendent de la même enzyme: AID. C’est suite à l’activation 
induite par cette enzyme que les cellules B t(14;18)+ vont acquérir des altérations génétiques 
secondaires qui conduiront à la transformation en cellules B malignes et donc par suite à 
l’apparition d’un LF. En effet, l’implication de cette enzyme dans l’apparition du FL a été 
montrée par Pasqualucci et ses collaborateurs grâce à un modèle murin déficient pour cette 
enzyme. Ainsi, les souris déficientes pour AID ne développeront pas de lymphome médié par 
Bcl-6 (48). Cette étude montre tout d’abord que l’enzyme AID est requise pour la 
lymphomagénèse et que des erreurs dans les processus de MHS et de CC vont contribuer à la 
pathogénèse. Ensuite, cette étude nous rappelle le rôle de Bcl-6 dans le LF. 
Son implication dans la lymphomagenèse était bien connue dans le développement du 
DLBCL mais était plus rarement retrouvée dans les cas de LF. Cette surexpression avait été 
décrite pour la première fois en 1992 comme ayant un rôle dans une voie alternative de 
développement du LF (49). Et ce plus particulièrement chez les patients atteints de LF et non 
porteurs de la t(14;18) (50). 
Mais le paysage génétique du LF montre de bien nombreuses altérations (Table 1). 
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Table 1: Altérations génétiques connues du LF au diagnostic. 
Liste non exhaustive des altérations génétiques que l’on retrouve chez les patients atteints de LF avec 
leur fréquence ainsi que leur(s) conséquence(s) (51). 
 
Plusieurs études ont montré que chez les patients atteints de LF, des mutations sont retrouvées 
sur les gènes codant pour des protéines qui régulent les histones. Ainsi, les mutations les plus 
récurrentes sont celles de MLL2 (gène codant pour des histone-méthyltransférases) chez 89% 
des patients. Ces mutations vont entraîner une perte complète (ou quasi complète) du gène 
MLL2 dans les cellules tumorales. La mutation consiste en une inactivation, indiquant que 
MLL2 est un gène suppresseur de tumeur. Morin et ses collaborateurs ont également montré 
qu’il y a, chez environ 15% des patients atteints de LF, des mutations sur le gène MEF2B 
(52). Un autre gène de cette catégorie CREBBP (codant pour une histone acétylase) est 
également affecté chez 33% des patients atteints de LF. Cette mutation est analogue à celle 
retrouvée chez des patients atteints de DLBCL à savoir une délétion. Etant donné les 
similarités fonctionnelles et structurales entre CREBBP et EP300, Pasqualucci et ses 
collaborateurs ont recherché s’il existait des mutations dans ce dernier gène. Ils ont ainsi 
trouvé des mutations d’EP300 chez 9% des patients atteints de LF (53). EZH2 est le gène 
accidenté dans le LF le mieux caractérisé, et on retrouve cette mutation chez 7% des patients. 
EZH2 est un gène suppresseur de tumeur normalement surexprimé dans les cellules B du CG. 
Engendrer des mutations de ce gène bloque le profil transcriptionnel et favorise la 
prolifération (54). 
De très nombreuses études ont été menées pour caractériser les aberrations génétiques 
présentes chez les patients atteints de LF. On dénote qu’il y a plusieurs gains chromosomiques 
affectant plusieurs gènes dont notamment le proto-oncogène REL (dans 10% des cas), 
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MDM2, CDK4, BCL9 ou encore dans 5 à 10% l’oncogène MYC. En parallèle, des pertes sont 
aussi à dénombrer. Elles vont concerner plusieurs gènes comme par exemple TNFR2, P73, 
PTEN, TP53 ou encore TNFRSF14 (55).  
Le LF est donc une pathologie du génome et de l’épigénome. 
La plupart de ces mutations participent également à la transformation du LF en lymphome 
agressif et principalement en DLBCL (Figure 12). 
Figure 12: Modèle impliquant les altérations génétiques dans la transformation du LF  
Liste non exhaustive des différentes altérations génétiques impliquées dans la trasformation du LF 
(51). 
 
Plusieurs études ont montré des associations entre les aberrations génétiques et le processus 
de transformation. La plus connue pour être impliquée dans la transformation est la 
surexpression de l’oncogène MYC ou de ses gènes cibles. De plus, les patients porteurs de la 
translocation t(14;18) et surexprimant MYC (double hit lymphoma) présentent un très 
mauvais pronostic et une pathologie agressive (56). De nombreuses aberrations génétiques ont 
été associées avec la transformation. Parmi ces aberrations, on retrouve notamment les 
dérégulations de p53 mais aussi les conséquences des gains ou pertes chromosomiques (38).  
Les mutations concernant le gène TNFRSF14 sont dues à une perte chromosomique et sont 
associées au processus de transformation du LF. Ce gène est régulièrement muté chez les 
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patients atteints de LF avec des fréquences allant, selon les études, de 18 à 46% (57). Il est 
considéré comme un gène suppresseur de tumeur car il favorise l’apoptose médiée par Fas, 
l’immunité anti-tumorale et est capable d’inhiber la prolifération cellulaire. Dans 57% des 
cas, la mutation de TNFRSF14 induit la production d’une protéine tronquée dans son domaine 
transmembranaire, conduisant à une diminution de son expression à la membrane des cellules 
(58).  
Ces mutations font un lien entre la génétique du LF et l’implication du micro-environnement 
dans lequel les cellules lymphomateuses évoluent. 
 
5- Le BCR, acteur de la lymphomagénèse 
 
Le BCR est le reflet de la sécificité du LB et va permettre à ces cellules de reconnaître 
directement les antigènes qui leur seront présentés. Le BCR est une forme membranaire des 
Igs, « contrairement » aux anticorps qui représentent eux une forme soluble. Il est associé à un 
dimère Igα-Igβ qui transduira le signal dans la cellule B suite à la stimulation du BCR. Toute 
leur vie, les LB subiront une pression de sélection afin d’exprimer un BCR approprié: par 
exemple, les cellules pré-B sont sélectionnées selon leur pré-BCR et les cellules B immatures 
sont sélectionnées pour avoir un BCR fonctionnel et non-autoréactif. La sélection pour 
l’expression du BCR semble également exister dans le développement des cellules B 
malignes. En effet, malgré la translocation t(14;18) qui touche également le locus de l’Ig, 
l’expression du BCR est assurée par le deuxième allèle ce qui montre la « volonté » de la 
cellule B à exprimer le BCR indispensable à la survie des LB (24).  
La MHS peut avoir pour conséquence l’introduction de mutations dans la région IgVH, 
générant des sites de N-glycosylation. Ainsi, l’équipe de Stevenson a montré que 79% des 
patients atteints de LF portent ce type de mutation. Ce taux de mutation est significativement 
plus élevé dans les LF que dans les DLBCL (41%), les myélomes multiples (8%) ou les LB 
normaux (9%) (59). Cette accumulation de sites de N-glycosylation pourrait conduire à une 
suractivation directe du BCR ou induire des interactions spécifiques ou non avec des 
structures présentes dans le micro-environnement. La N-glycosylation facilite les interactions 
avec des lectines présentes dans le micro-environnement (60) ce qui influence plusieurs 
fonctions cellulaires telles que l’adhésion ou encore la migration. 
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De plus, des études montrent que le BCR est anormalement stimulé dans des cellules de LF. 
L’équipe de R. Lévy a montré que, dans les cellules de LF, la signalisation du BCR est altérée 
comparativement aux cellules saines et que cela joue un rôle dans l’ontogénie du LF. Plus 
précisément, ils ont montré que la signalisation du BCR, via les phosphorylations de Btk, Syk, 
Erk ½ et p38, était plus rapide et plus durable dans les cellules malignes de LF que dans les 
LB normaux issus des mêmes donneurs (61). Une étude menée par notre équipe en 2006 a 
montré dans les LF une suractivation de la voie mTOR. Celle-ci est régulée en amont par la 
suractivation de différentes kinases telles que Syk, PI3K, PLCγ2, PKCζ et p90RSK. Cette 
suractivation de la voie mTOR confère un avantage de survie aux cellules lymphomateuses 
(62-64). 
Toutes les études menées sur l’implication du BCR dans le LF convergent pour dire que la 
stimulation du BCR va contribuer à la survie et la prolifération des cellules lymphomateuses. 
Et ce, de manière directe ou de manière indirecte via des interactions avec le micro-
environnement tumoral. 
 
6- Le micro-environnement tumoral, berceau des cellules lymphomateuses 
 
Les avancées majeures sur l’importance du micro-environnement dans la pathologie du LF 
ont été réalisées grâce à des approches d’analyse d’expression de gènes. De façon 
intéressante, les gènes qui définissent le mieux la signature pronostique du LF sont ceux 
exprimés par les cellules T, les macrophages ou encore les cellules dendritiques (DC) mais 
non ceux exprimés par les cellules tumorales elles-mêmes (65). L’agressivité de la maladie est 
aussi déterminée par le micro-environnement et non par les caractéristiques génétiques des 
cellules B tumorales.  
L’équipe de Staudt a identifié deux signatures géniques qui permettent de déterminer le 
pronostic du LF: l’ « Immune-Response 1 » (IR1) et l’ « Immune-Response 2 » (IR2) (Figure 
13).  
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Figure 13: Prédiction de la survie dans le lymphome folliculaire en fonction des 
signatures géniques du micro-environnement cellulaire. 
Deux signatures géniques ont été identifiées: la première « Immune-Response 1 » est associée à un 
pronostic favorable. La 2ème « Immune-Response 2 » est associée à un mauvais pronostic (66).  
 
L’IR1 est une signature de bon pronostic et comporte des gènes exprimés par les cellules T et 
certains macrophages. L’IR2 est, quant à elle, associée à un mauvais pronostic et comporte 
des gènes préférentiellement exprimés par des macrophages et les DCs (66).  
 
a) Composition du micro-environnement et progression tumorale 
 
L’importance du micro-environnement dans le LF est confirmée par le fait que les cellules de 
LF sont très difficiles à cultiver in vitro en absence de cellules stromales ou de stimulation du 
récepteur CD40, voie de signalisation principale entre les cellules B et les cellules T. Dès les 
années 1990, avec la standardisation de l’immuno-histochimie, les pathologistes ont montré 
que les cellules T non malignes représentaient une grande partie du volume tumoral. Leur 
infiltration représente environ 50% de la masse cellulaire (67). 
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Les interactions entre les cellules tumorales et le micro-environnement sont bidirectionnelles 
et vont participer activement au développement du LF. Outre l’accumulation d’accidents 
génétiques dans la cellule B tumorale, la pathogenèse du LF va s’accompagner de 
modifications progressives du micro-environnement tant dans sa composition que dans son 
organisation. Il se compose de différents acteurs cellulaires tels que des cellules T Helper 
(CD4), des cellules Helper folliculaires (PD-1), des cellules T cytotoxiques (CD8), des 
cellules T régulatrices (FOXP3), des macrophages (CD68) ou encore des cellules dendritiques 
folliculaires (CDF) (CD21, CD23, CD35). La nature cellulaire des acteurs du micro-
environnement peut aussi avoir un rôle de facteur pronostic. En effet, un nombre élevé de 
macrophages est associé à un mauvais pronostic alors qu’un grand nombre de lymphocytes T 
CD4+ et CD8+ est un facteur de bon pronostic (67). 
Ce micro-environnement présente une double compétence. D’un côté, il est capable de 
promouvoir la croissance tumorale. Et d’autre part, il va inhiber la réponse immunitaire anti-
tumorale (Figure 14).  
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Figure 14: Micro-environnement du lymphome folliculaire. 
Les cellules tumorales sont soutenues par plusieurs acteurs cellulaires (en orange) qui vont leur fournir 
des signaux de survie et de croissance. Elles sont capables de détourner les réactions immunitaires 
anti-tumorales venant des cellules T Helper, des macrophages ou encore des cellules cytotoxiques (en 
violet). Pour détourner la réponse anti-tumorale, les cellules de LF sont aidées des macrophages M2 et 
des lymphocytes T régulateurs (en bleu) qui ont un rôle immunosuppresseur. Tous ces acteurs 
cellulaires vont coopérer afin de promouvoir le développement tumoral (51). 
 
Les deux acteurs cellulaires principaux qui vont participer à la progression tumorale sont les 
CDFs et les macrophages dits « associés aux tumeurs » (TAM). Mais les autres cellules 
peuvent également y participer. Par exemple, les lymphocytes T vont interagir avec les 
cellules B via CTLA4 ou CD40L et vont ainsi favoriser la prolifération des cellules de LF 
(15).  
Les CDFs sécrétant de forts taux de CXCL13 vont attirer les cellules de LF, qui elles, 
expriment CXCR4 et CXCR5, dans les follicules (68). De plus, les CDFs vont également 
présenter l’antigène aux cellules de LF contribuant ainsi à activer la signalisation du BCR. 
Cette activation du BCR peut également se faire via des interactions entre les motifs de N-
glycosylation et les lectines présentes sur les cellules du système immunitaire inné (69). 
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Les cellules du micro-environnement, grâce à l’expression de nombreuses molécules 
d’adhésion et à la production de cytokines et de facteurs de croissance vont promouvoir la 
prolifération des cellules de LF. Les CDFs expriment les molécules d’adhésion ICAM1 et 
VCAM1 qui vont interagir avec LFA-1et VLA-4 qui sont présentes sur les cellules de LF. Ces 
interactions vont générer des signaux prolifératifs et de survie pour les cellules tumorales. Les 
CDFs fournissent des molécules stimulatrices telles que l’IL-15, BAFF (B-cell Activating 
Factor belonging the TNF family) ou le HGF (Hepatocyte Growth Factor) qui jouent un rôle 
dans l’expansion des cellules B dans le CG.  
A l’inverse, les cellules B tumorales vont également influer sur le développement des cellules 
stromales en sécrétant du TNF et des lymphotoxines α et β. Ces molécules sont cruciales 
quant au développement des CDFs (15). 
 
Les macrophages ont tout d’abord été décrits comme des cellules détruisant les cellules 
tumorales (70) mais il s’avère que leurs fonctions sont détournées dans de très nombreux 
cancers (71). Dans le LF, l’équipe de Gascoyne a montré que les macrophages intra-tumoraux 
CD68+ dits LAMs (Lymphoma-associated macrophages) sont associés à un facteur de 
mauvais pronostic (72).  
Les TAMs peuvent être de deux types: classiques M1 ou alternatifs M2. Sur les sites 
tumoraux, on retrouve principalement des TAMs de type M2. Les TAMs de type M1 ont 
plutôt un rôle anti-inflammatoire et anti-tumoral contrairement aux TAMs de type M2. En 
effet, les TAMs de type M2 favorisent la progression tumorale via la production de cytokines 
et de facteurs de croissance. Ils sont également pro-angiogéniques et immunosuppresseurs via 
la production de TGF-β (Tumor Growth Factor β) (73) (74). 
Dans ce contexte là, les macrophages ont donc un rôle pro-tumoral. Mais il s’avère que leur 
rôle dans l’élimination ou la protection des tumeurs a longtemps été controversé. La difficulté 
à leur attribuer un rôle vient de leur grande plasticité et de leurs capacités à présenter des 
phénotypes variables selon leur type d’activation (75). 
Parmi les cellules du micro-environnement, on trouve également deux types de cellules T 
régulatrices infiltrantes: les cellules FOXP3+ et celles PD-1+. Dans le cadre du LF, leur 
présence en grande quantité est associée à un bon pronostic avec une meilleure survie globale 
(76, 77). Pourtant, des études menées dans les LNHs de type B, ont montré que les cellules T 
régulatrices FOXP3+ étaient plutôt immunosuppressives. En effet, celles-ci sont capables 
d’inhiber la prolifération et la production de cytokines (IFN-γ et IL-4) des lymphocytes T 
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CD4+ (78). Les cellules FOXP3+ ont également la capacité d’inhiber la prolifération des 
cellules CD8+ cytotoxiques (CTL), et d’inhiber leur expression de perforine (PFN) et 
granzyme B (GZB). L’activité effectrice des CTLs est inhibée par les cellules FOXP3+ dans 
les LNHs (79). 
 
D’autres acteurs cellulaires peuvent s’inviter au sein du micro-environnement pour perturber 
l’équilibre tumoral et tenter de détruire les cellules du LF. 
 
b) Cellules immunitaires du micro-environnement et immunosurveillance 
 
Depuis le milieu du siècle dernier, il existence de nombreuses évidences montrant que le 
système immunitaire est capable de reconnaître et de détruire les tumeurs (80). Des études sur 
les interactions entre le système immunitaire et les tumeurs ont révélé que toutes les cellules 
du système immunitaire (inné et adaptatif) pouvaient participer à la reconnaissance et au 
contrôle de la tumeur (Figure 15) (81).  
 
Figure 15: Reconnaissance de la tumeur par les cellules du système immunitaire. 
a. Les cellules du système immunitaire inné (cellules NK, DC ou encore macrophages) reconnaissent 
les cellules tumorales via les PRRs (Pattern-Recognition Receptors) ou d’autres molécules de surface. 
b. Les cellules du système immunitaire adaptatif (cellules NKT, lymphocytes T CD4+ ou CD8+ et les 
lymphocytes B) vont être activées pour reconnaître les cellules tumorales grâce aux DCs (81). 
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L’immunosurveillance est principalement assurée par les lymphocytes T αβ, les cellules NK 
et les cellules T γδ.  
Les lymphocytes T αβ comprennent les lymphocytes T CD4+ et CD8+, chacun ayant un rôle 
bien défini. Les LT CD8+ sont des cellules cytotoxiques alors que les LT CD4+ participent à 
la régulation des fonctions lymphocytaires. Une étude menée par Whalin et ses collaborateurs 
a montré que dans le LF, un infiltrat de LT CD4+ était associé à un mauvais pronostic 
contrairement à celui des LT CD8+ qui est associé à un bon pronostic (82). 
Les données concernant les LT CD4+ sont complexes et parfois contradictoires. En effet, une 
étude plus ancienne a montré que les LT CD4+ étaient associés à un bon pronostic dans le LF 
(83). Cependant, il est important de noter qu’il y a plusieurs sous-types de LT CD4+: les LT 
Helper 1 et 2 (Th1 & Th2), les LT régulateurs ainsi que les LT folliculaires Helper. Comme 
décrit précédemment, les LT régulateurs ont une action pro-tumorale. En revanche, les 
lymphocytes Th1 vont sécréter de l’IL-2 et de l’IFN-γ (84). La sécrétion d’IFN-γ va favoriser 
la reconnaissance des cellules anormales par les CTLs en augmentant l’expression des 
molécules de CMH de classe I. En parallèle, via la sécrétion d’IL-2, ils vont induire le 
développement de T CD8+ mémoires ce qui permettra une réponse secondaire complète (85).  
Les CTLs sont des cellules capables de tuer une cellule contre laquelle elles ont été activées. 
On leur prête ainsi volontiers un rôle dans l’immunité anti-tumorale. Dès 1994, ces cellules 
ont été étudiées dans le cadre du LF. En effet, Leger-Ravet et ses collaborateurs ont montré la 
présence de CTLs activés en bordure des follicules (86). Quelques années plus tard, il s’est 
avéré que cet infiltrat de LT CD8+ était un facteur de bon pronostic (82). Récemment, 
l’équipe de Valitutti s’est intéressée à cette population dans le LF. Ils ont ainsi montré que les 
LT CD8+ situés en bordure de follicules, n’entraient pas dans les nodules et exprimaient le 
GZB. Ces CTLs forment des structures équivalentes aux synapses lytiques avec les cellules 
lymphomateuses. De plus, ces cellules semblent associées à une meilleure survie sans 
progression pour les patients ayant reçu un traitement R-CHOP (87). 
 
Concernant les cellules NK, les données dans le cadre du LF sont peu nombreuses. 
Cependant, une étude menée par l’équipe de Nadkarni a montré qu’il y avait une infiltration 
de cellules NK et que ces dernières se positionnaient en bordure des follicules tumoraux (88). 
Les études concernant le rôle des cellules NK dans le LF doivent se poursuivre. En effet, il est 
une évidence aujourd’hui que les cellules NK font partie des acteurs cellulaires principaux 
dans l’immunosurveillance des tumeurs. L’activation des cellules NK est sous le contrôle de 
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récepteurs inhibiteurs. Ces derniers vont se lier aux molécules de CMH de classe I. Quand ces 
molécules de CMH de classe I manquent à l’appel, les cellules seront détruites par les cellules 
NK par un processus appelé « missing-self recognition ». Dans ces cas là, il y aura relargage 
de PFN et GZB entraînant la lyse de la cellule cible (89). 
 
Enfin, les lymphocytes T γδ sont des LT non conventionnels qui ont la capacité de tuer les 
cellules cancéreuses. On en distingue deux grands types: les TCR Vδ1, que l’on trouve dans 
les tissus lymphoïdes ou épithéliaux, et les TCR Vγ9Vδ2 que l’on trouve dans le sang 
périphérique. Ils sont activés de manière CMH-indépendante par des métabolites non 
peptidiques: les phospho-antigènes. Cela leur confère un avantage par rapport aux LT αβ car 
ils peuvent reconnaître des molécules exprimées sur les cellules tumorales sans la 
transformation des Ags ni leur présentation (90-92). Ils sont capables de migrer comme des 
lymphocytes infiltrants dans les tumeurs solides et peuvent éliminer in vitro des cellules 
malignes dont celles du LF (93). Une autre étude de l’équipe de Rossi, dans le cadre du LF, a 
montré la présence des T γδ en bordure des follicules. Les T γδ périphériques de ces patients 
pourraient être amplifiés in vitro et être ré-utilisés par transfert adoptif. Cette stratégie est une 
possibilité d’immunothérapie adoptive, à condition que les T γδ retournent au follicule 
tumoral (94). Les données sont encore peu nombreuses concernant l’aspect fonctionnel de 
l’implication des T γδ dans l’immunosurveillance du LF mais il semblerait que cette 
population lymphocytaire ait un rôle important. 
 
c) Echappement immunitaire 
 
Si le système immunitaire ne rencontrait aucun obstacle, il pourrait détruire les tumeurs. 
Cependant, les cellules tumorales elles-mêmes et l’aide apportée par leur micro-
environnement jouent également un rôle immunosuppresseur. Ainsi, la balance entre système 
immunitaire et tumeur détermine l’équilibre ou l’échappement tumoral (Figure 16) (80). 
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Figure 16: Balance entre le système immunitaire et la tumeur. 
A. Le système immunitaire détruit totalement la tumeur, il y a élimination. B. Le système immunitaire 
n’est pas capable d’éliminer entièrement la tumeur, on atteint un état d’équilibre. C. L’état d’équilibre 
est rompu si les cellules tumorales contournent le système immunitaire. D. L’infiltration des cellules 
immunitaires dans la tumeur induit une inflammation chronique. E. L’immunothérapie stimule le 
système immunitaire contre la tumeur pour contrecarrer la balance (80). 
 
Les cellules tumorales sont capables de mettre en place un grand nombre de stratégies visant à 
détourner le système immunitaire afin d’échapper aux réponses anti-tumorales de l’hôte.  
Un des moyens de détourner le système immunitaire est la modulation de l’expression des 
molécules de CMH de classe I. Ces molécules vont permettre la reconnaissance des cellules 
cibles par les CTLs. La diminution de l’expression de ces molécules, due à des mutations de 
la β2-microglobuline, a été décrite dans le mélanome comme favorisant la progression 
tumorale (95). Concernant cette stratégie d’immuno-échappement dans les LNHs, peu de 
données existent. L’équipe de Kluin a montré la présence de ce défaut d’expression dans 
certains sous-types de DLBCL (96). Ces résultats ont été confirmés par une étude récente, 
suggérant même des expressions aberrantes de ces molécules (97). De manière surprenante, 
des travaux menés dans notre équipe ont montré un phénomène inverse. En effet, des cellules 
stromales du cancer ovarien sont capables d’acquérir par trogocytose des molécules de CMH 
de classe I, se protégeant ainsi de la lyse médiée par les lymphocytes T γδ (ce qui peut être 
étendu aux cellules NK) (Annexe 1) (98). Mais ces études doivent être approfondies afin d’en 
découvrir le mécanisme et de l’étendre à d’autres types de cancer.  
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Les cellules tumorales disposent d’autres stratégies pour résister à la cytotoxicité des cellules 
immunitaires. On peut notamment citer une étude menée par Ramsay et ses collaborateurs 
dans le cadre du LF et du DLBCL. Ils montrent ainsi des dysfonctionnements de la synapse 
immunologique entre les lymphocytes T et les cellules du lymphome empêchant les 
interactions nécessaires à la cytotoxicité de ces lymphocytes. Ces dysfonctionnements sont 
dus à un défaut de recrutement des protéines du cytosquelette (entre autres l’actine, LFA-1 ou 
la filamine) au niveau du site synaptique (99). Une étude publiée en 2000 montre également 
un défaut de fixation de la PFN sur les cellules leucémiques (100). Cette stratégie impacte à la 
fois les CTLs, les cellules NK ou encore les T γδ qui agissent via PFN et GZB. 
Les cellules impliquées dans l’immunosurveillance sont la « bête noire » des cellules 
tumorales qui essaient par tous les moyens de les évincer. En se restreignant aux études 
portant sur les LNHs et plus précisément sur le LF, il apparaît que les cellules 
lymphomateuses peuvent détourner le système immunitaire à leur profit. En effet, Ai et ses 
collaborateurs ont montré que les cellules B issues de patients atteints de LF étaient capables 
d’induire la conversion de LT CD4+ en Treg FOXP3+, cellules qui jouent un rôle pro-tumoral. 
Le mécanisme reste encore peu connu mais la stimulation du TCR par les antigènes associés 
aux tumeurs semble être associée à cette conversion (101). 
Les lymphocytes T ou les cellules NK peuvent aussi induire la mort de la cellule cible par le 
système Fas/Fas-L. Là encore, les cellules tumorales ont développé des stratégies pour 
contourner ce processus. On trouve par exemple des mutations de Fas, une diminution de 
l’expression de Fas ou encore la sécrétion de Fas-L soluble qui induira la mort des cellules 
cytotoxiques (102). Ce dysfonctionnement du système Fas/Fas-L a également été observé 
avec des cellules de LF. En effet, ces dernières sont résistantes à l’apoptose médiée par Fas et 
se protègent donc du contrôle effectué par les LT CD4+ et d’une partie de l’action anti-
tumorale des cellules cytotoxiques. Le mécanisme conférant cette résistance aux cellules 
tumorales reste peu connu, mais il semblerait que la surexpression de protéines 
antiapoptotiques (Bcl-2 ou Bcl-xL) et une activation constitutive du BCR participent à ce 
phénomène (103).  
Les cellules tumorales sont donc capables de se protéger des cellules immunitaires mais elles 
peuvent aussi agir en offensive. Par exemple, les cellules B de LF en sécrétant de 
l’interleukine 12 (IL-12), vont anergiser les CTL se trouvant sur le site tumoral. La présence 
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de cette cytokine en quantité importante dans le sérum des patients est un facteur de mauvais 
pronostic (104).  
Une autre stratégie d’immuno-échappement consiste à inhiber la phagocytose. Pour cela, les 
cellules tumorales surexpriment la protéine CD47 à leur surface. Le CD47 est une protéine 
associée aux intégrines qui interagit avec SIRPα (Signal-Regulatory Protein α) (105). Cette 
interaction CD47-SIRPα induit des signaux négatifs via des phosphatases aux cellules 
exprimant SIRPα (106). Les macrophages étant des cellules exprimant SIRPα, cette protéine 
va conduire à l’inhibition de la phagocytose (107). Les cellules tumorales quant à elles, vont 
surexprimer la protéine CD47 et ainsi se protéger de la phagocytose par les macrophages 
(Figure 17). 
Figure 17: Inhibition de la phagocytose via l’expression de CD47 par les cellules 
tumorales. 
La liaison du CD47 à SIRPα envoie un message de « don’t eat me » aux macrophages (108). 
 
Cette stratégie est appliquée dans les LNHs et des AcMo bloquants anti-CD47 ont été 
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d) Micro-environnement et transformation du LF 
 
Le micro-environnement tumoral participe également à la transformation du LF (Figure 18). 
Figure 18: Modèle impliquant le micro-environnement dans la transformation du LF. 
Liste non exhaustive des rôles du micro-environnement dans la transformation du LF(51). 
 
La pathogénèse du LF s’accompagne de modifications progressives du micro-environnement 
tumoral tant dans sa composition que dans son organisation (110). Plus de 60% des gènes qui 
discriminent le LF et ses formes transformées sont impliqués dans la réponse immunitaire et 
les processus inflammatoires. Ainsi, Glas et ses collaborateurs ont montré qu’il y avait une 
augmentation des T CD4+ intrafolliculaires ainsi que des perturbations dans l’organisation des 
CDFs (111). L’équipe de K. Tarte s’est intéressée aux cellules T CD4+ et a montré que parmi 
ces cellules il y avait une grande proportion de LT folliculaires Helper (TFH). Les TFH du LF 
sécrètent des facteurs de croissance pour les cellules B (IL-2, IL-4) qui favorisent la 
croissance et la survie des cellules B tumorales. Ces TFH vont participer au développement du 
LF et à sa transformation en lymphome agressif (112). 
 
Parmi les cellules T CD4+ on trouve les Treg (CD4+/FOXP3+). Une étude menée par l’équipe 
de Gascoyne sur des biopsies de patients atteints de LF a montré une corrélation entre 
l’organisation et la distribution des Treg et le risque de transformation du LF (113).  
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D’autres travaux menés par cette même équipe ont mis en évidence l’implication de 
l’angiogenèse dans la transformation du LF. En effet, une augmentation de la densité 
vasculaire intra-tumorale, corrélée à l’augmentation des LAMs, est un marqueur de mauvais 
pronostic et promeut la transformation du LF (114). Une étude menée dans notre équipe a 
également montré que l’angiogenèse participait à la progression du LF. Ce phénomène serait 
du à une augmentation des taux de VEGF (Vascular endothelial Growth Factor) et de MMP9 




Comment traiter les patients atteints de LF ? Répondre à cette question fût longtemps un 
véritable casse-tête. Quel comportement adopter face à un patient asymptomatique ? Quelle 
stratégie mettre en place pour augmenter la durée de vie des patients traités ? Et bien d’autres 
questions que chercheurs et médecins se sont posées durant des décennies afin d’améliorer les 
résultats thérapeutiques. C’est en 1984 que naît l’association GELA (Groupe d’Etude du 
Lymphome de l’Adulte) regroupant médecins et biologistes dans le but d’optimiser les efforts 
de la recherche fondamentale et clinique. Après l’association avec le groupe GOELAMS 
(Groupe Ouest-Est d’Etude des Leucémies Aiguës et autres Maladies du Sang) en 2012, un 
nouveau groupe recherche est créé: le LYSA (LYmphoma Study Association). En France, 
cette association, grâce au développement de nombreux essais thérapeutiques, a permis des 
avancées considérables dans les stratégies de traitements des patients atteints de LF. 
 
Dans cette partie, seront présentées de manière non exhaustive plusieurs stratégies 
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a) Standards thérapeutiques: des décennies d’énigme 
 
Durant les 40 dernières années, les études portant sur les traitements des LFs ont été 
controversées. Les modalités de prise en charge thérapeutique du LF dépendent notamment du 
stade d’évolution et des facteurs de risque de progression qui ont été évalués lors du bilan. De 
nombreux patients peuvent vivre en bonne santé plusieurs années après le diagnostic même 
s’ils ne reçoivent pas de traitement immédiatement. Une étude rétrospective d’Advani et ses 
collaborateurs a montré que pour des patients atteints de LF de stade I ou II sans traitement 
initial, la survie était comparable à celle des patients traités (116). Pour les patients 
asymptomatiques avec une progression lente, la stratégie « wait and watch » est 
recommandée (117). Dès l’apparition des symptômes, une radiothérapie localisée dite 
« involved field » est préconisée. Elle permet une rémission de 50% pour les LFs de stade I et 
de 25% pour les stades II (118). Pour les patients diagnostiqués à des stades précoces (I ou II), 
cette radiothérapie représente un traitement de référence. Celle-ci a prouvé son efficacité en 
terme de survie sans récidive avec une médiane de survie atteignant 19 ans (119). 
Malheureusement, seulement une minorité des patients est diagnostiquée à un stade précoce 
de la maladie. En effet, dans la plupart des cas, les patients présentent un stade avancé. Dans 
ces cas là, la prise en charge est variable et dépend de l’état général du patient et du stade de 
la pathologie. Par le passé, seules la chimiothérapie et la radiothérapie étaient disponibles 
pour les patients symptomatiques. L’agent chimio-thérapeutique le plus utilisé était la 
prednisone, un corticostéroïde. Mais les résultats obtenus n’étaient pas ceux attendus. Des 
combinaisons de chimiothérapie ont donc fait leur apparition: CVP (Cyclophosphamide + 
Vincristine + Prednisone), MCP (Mitotranxone + Chlorambucil + Prednisone), pour obtenir, 
en 1976, une polychimiothérapie qui restera le traitement de référence. Cette 
polychimiothérapie aujourd’hui bien connue est l’association de quatre agents : 
Cyclophosphamide + Hydroxydaunomycine + Oncovine + Prednisone = CHOP (120). Cette 
chimiothérapie CHOP a fortement augmenté le taux de réponse des patients mais n’a pas 
réellement amélioré leur survie. C’est pourquoi de nombreux essais thérapeutiques, menés 
notamment par l’association GELA, ont comparé différentes associations ou agents pour 
trouver une stratégie de traitement alliant efficacité anti-tumorale et amélioration de la survie. 
L’administration combinée ou seule d’interféron alpha (IFNα) (121) ou encore des 
comparaisons avec des molécules telles que la fludarabine (122) ont été étudiées chez des 
patients présentant un stade avancé du LF. Mais ces différentes options n’ont pas permis 
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d’augmenter la survie des patients. L’apparition de nouvelles stratégies telle que la 
transplantation de cellules souches autologues (TCSA) ou l’utilisation d’anticorps 
monoclonaux (AcMo) a révolutionné le traitement des LF. 
C’est en 1987 que la première étude impliquant la TSCA est apparue. Cette étude a montré un 
avenir prometteur de la TSCA associée à la chimiothérapie chez des patients atteints de LHN 
en rechute (123). Aujourd’hui encore, la TSCA couplée à de hautes doses de chimiothérapie 
fait ses preuves en terme de survie et de réponse durable avec 79% de survie globale à 10 ans 
et 57% de survie sans progression (124). Malgré tout, elle reste controversée quant aux 
complications qu’elle peut engendrer, notamment le développement de tumeurs solides (125). 
L’immunothérapie par utilisation d’AcMo a réellement été une approche révolutionnaire dans 
le traitement du LF. L’arrivée du Rituximab (Mabthera®, anticorps monoclonal chimérique 
dirigé contre le CD20, RTX) a apporté des résultats plus qu’encourageants chez les patients 
atteints de LF. D’abord utilisé seul, les premiers résultats n’étaient pas spectaculaires: pas de 
rémission complète et seulement 27% de réponse partielle (126). Par contre, une fois associé à 
la polychimiothérapie CHOP, les résultats ont été plus probants: chez des patients atteints de 
LF de bas grade 95% de réponse globale avec 55% de réponse complète. De plus, la 
conversion de cellules BCL-2+ en BCL-2- chez ces patients donne des espoirs quant à 
l’éradication de la maladie résiduelle (127).  
 
Les anticorps monoclonaux et principalement ceux dirigés contre le CD20 seront étudiés plus 
en détails dans le chapitre suivant. 
 
b) Nouvelles approches 
 
D’autres champs d’investigation ont été explorés comme par exemple la vaccination 
idiotypique. L’idiotype (Id) est un épitope de la partie variable de l’Ig qui est spécifique d’un 
clone. L’Id des Igs retrouvées à la surface des LB est donc clone-spécifique et lors d’une 
transformation maligne des cellules B, cet antigène deviendra tumeur-spécifique. Le caractère 
« tumeur-spécifique » de cet antigène en fait ainsi une cible intéressante pour la vaccination 
thérapeutique (128). La première étude réalisée dans ce domaine a été menée par l’équipe de 
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Ronald Lévy. Ils ont utilisé des anticorps anti-Id chez des patients atteints de LNH et ont 
observé des cas de régression tumorale durable (129). Cependant, l’efficacité biologique de 
cette vaccination (induction d’une réponse immunitaire spécifique) n’aboutit pas 
nécessairement à une efficacité clinique (induction d’effets anti-tumoraux). L’ensemble des 
essais thérapeutiques utilisant la vaccination idiotypique n’a montré que très peu d’effets 
bénéfiques. Cela est surement dû au fait que les Ids sont spécifiques de chaque patient (128). 
Cette approche représente en fait une thérapie personnalisée qui requiert une production sur 
mesure, ce qui reste très difficile à mettre en place. Mais les études continuent afin 
d’optimiser cette stratégie thérapeutique comme le prouve la publication récente de résultats 
encourageants obtenus lors de la phase III d’une étude clinique. Lors de cette étude, 
l’injection vaccinale associée à une protéine vecteur KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) a 
permis d’augmenter la survie sans récidive des patients atteints de LF et de minimiser la 
maladie résiduelle (130). 
D’autres traitements biologiques ont fait ou font l’objet d’études cliniques. La bendamustine, 
agent alkylant, a donné de très bons résultats en phase II. En effet, elle assez bien tolérée chez 
les patients et a démontré des effets très positifs et durables dans les cas de LF résistants avec 
77% de réponse globale dont 15% de réponse complète (131). Une autre molécule a fait ses 
preuves en phase II, il s’agit du bortézomib (Velcade®), un inhibiteur du protéasome. Le 
système ubiquitine-protéasome est un système très conservé permettant la régulation de 
nombreux processus biologiques (tels que le renouvellement protéique ou encore la réparation 
de l’ADN). La survie des cellules tumorales est dépendante de la fonctionnalité de ce système 
et il est maintenant admis que le système ubiquitine-protéasome est impliqué dans la 
progression tumorale (132). L’inhibition du protéasome représente une nouvelle approche 
dans le traitement de nombreuses formes de cancers et notamment les hémopathies (133).  Les 
résultats récents publiés par l’association GELA sont très encourageants pour le traitement du 
LF (134) et confirment ceux observés par O’Connor et ses collaborateurs (135).  
Le BCR étant fortement impliqué dans la lymphomagénèse (cf. § II-6), de nombreux 
inhibiteurs de la signalisation du BCR ont été étudiés et font l’objet d’intenses études pré-
cliniques et cliniques dans le cadre du LF. Parmi ces molécules, on trouve l’inhibiteur de Syk 
(fostanatinib), l’inhibiteur de Btk (ibrutinib ou PCI-32765, actuellement en essai clinique 
(136) ou encore celui de PKC (Protein Kinase C) (enzastaurine). Les lésions génétiques du 
LF peuvent également être utilisées comme cible thérapeutique. Par exemple, Bcl-2 est une 
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cible de choix pour le LF et les drogues qui miment le domaine BH3 (BCL-2 Homology 3) 
agissent comme des inhibiteurs de Bcl-2. Parmi ces drogues, on trouve l’obatolax, le 
navitolax (ABT263) ou encore l’ABT199. Les deux dernières drogues sont actuellement en 
développement clinique pour le LF (137). Ces nouvelles molécules sont nombreuses et 
laissent espérer un avenir thérapeutique positif (Table 2). 
 
Table 2: Tableau regroupant des nouvelles molécules en cours d’étude clinique dans le 
LF. 
Nouvelles molécules thérapeutiques pour le LF (137). 
 
Les AcMo dirigés contre des antigènes associés aux cellules B sont de plus en plus nombreux 
à être testés. La plupart sont actuellement en cours d’études cliniques afin d’évaluer leurs 
efficacités en monothérapie ou en association avec les traitements actuels. On trouve l’anti-
CD80 (galiximab), l’anti-CD40 (HCD122) ou encore l’anti-CD22 (épratuzumab) (36). Ce 
dernier a également été testé en association avec le RTX portant le taux de réponse globale à 
84% (138). Ces résultats encourageants ont conduit Gupta et ses collaborateurs à réaliser des 
AcMo humanisés hexavalents bispécifiques: anti-CD20/anti-CD22. Ces AcMo montrent des 
effets anti-lymphomateux in vitro avec notamment une forte cytotoxicité vis-à-vis des lignées 
cellulaires de lymphome (139). 
Aux vues de l’importance du micro-environnement dans cette pathologie, les acteurs 
cellulaires qui le composent représentent également une cible thérapeutique intéressante. 
Ainsi, des AcMo visant à activer la réaction immunitaire anti-tumorale ont été développés 
(Table 3).  
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Table 3: AcMo existants ciblant les cellules du micro-environnement. 
Tableau récapitulatif de plusieurs AcMo avec leur cible et leurs effets (140). 
 
Prenons tout d’abord l’exemple de l’ipilimumab (MDX-010). Ce dernier est un anticorps 
antagoniste humain anti-CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4). Précédemment étudié 
dans les cancers du pancréas, de l’ovaire ou encore dans le mélanome, il est aujourd’hui en 
étude clinique chez des patients atteints de LNH (LF, DLBCL et lymphome du manteau). Cet 
AcMo cible la signalisation du CTLA-4 qui a été montrée comme augmentant l’activité des 
Treg. Bloquer cette voie grâce à l’ipilimumab permet d’augmenter les réponses des cellules T 
et d’accroître les réponses anti-tumorales (141). La récente approbation par la FDA (Food and 
Drug Administration) de l’ipilimumab pour le traitement du mélanome permet d’envisager 
des résultats encourageants quant à son utilisation thérapeutique dans le cadre des LNHs 
(142). 
L’anticorps anti-PD1 (CT-011) est également un AcMo agoniste humanisé. Cet AcMo a 
montré plusieurs bénéfices cliniques chez 33% des patients atteints d’hémopathies (dont le 
LF) qui faisaient partie de l’étude. Il semble être bien toléré chez les patients et engendrer une 
réponse durable (143). Cet AcMo permet de cibler les interactions PD1/PDL-1 qui sont 
connues pour restreindre l’action des CTLs (144). Une étude clinique, actuellement de phase 
II, teste l’association RTX - CT-011 chez des patients atteints de LF en rechute 
(NCT00904722) (145). 
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Un dernier exemple est celui du CD137 ou 4-1BB. Cette protéine appartient à la famille des 
récepteurs au TNF (Tumor Necrosis Factor) exprimés principalement sur les cellules T 
activées ou encore les cellules NK. Une fois lié à son ligand (4-1BBL), exprimé par les CDs, 
les LB ou encore les macrophages, le CD137 entraîne la surexpression de protéines anti-
apoptotiques comme Bcl-2 protégeant ainsi les cellules tumorales. Par contre, il a été montré 
que la liaison d’un Ac agoniste sur 4-1BB engendrait une régression tumorale via l’activité 
des CTLs ou des cellules NK. Il a également été montré que cette liaison empêchait la 
conversion des T CD4+ en Treg. Plusieurs essais cliniques ont étudié le rôle d’Ac anti-4-1BB 
chez les patients dont un dans le cadre des LNHs (146). Dans cet essai, un AcMo humanisé 
anti-4-1BB (PF-05082566) est injecté seul ou en combinaison avec le RTX (NCT01307267) 
(145, 147). 
Ainsi, les AcMo sont un outil de thérapie très intéressant dont les cibles possibles sont très 
nombreuses. 
 
Dans le chapitre suivant, je développerai plus en détails l’utilisation des anticorps 
monoclonaux. Je porterai une attention particulière aux anticorps monoclonaux anti-CD20 
qui ont révolutionné le traitement des LF et qui sont l’objet de mon projet de thèse. 
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III- LES ANTICORPS MONOCLONAUX ANTI-CD20 : DES 
NOUVELLES ARMES DANS LA GUERRE CONTRE LE CANCER 
 
Aider le patient à combattre lui-même son cancer: Rêve ou Réalité? 
Activer le système immunitaire contre les tumeurs a longtemps été un objectif commun pour 
la recherche en immunologie et cancérologie. Après des dizaines d’années de déceptions, les 
succès d’études cliniques ont commencé à apparaître. Dans un contexte où la compréhension 
des mécanismes de la réponse immunitaire anti-tumorale ne cesse de progresser, 
l’immunothérapie représente un réel moyen d’obtenir des réponses durables chez les patients 
atteints de cancer (148).  
 
1- Utilisation des anticorps monoclonaux: de la sérothérapie du XIXème siècle au 
« Mab business » du XXIème siècle 
 
Si les AcMo apparaissent aujourd’hui comme une formidable avancée thérapeutique, ils sont 
l’aboutissement d’un long processus et sont le résultat de plus d’un siècle de succès en 
thérapie ciblée (Figure 19) (149). 
 
Figure 19: Fresque regroupant les progrès conduisant aux AcMo. 
En bleu: Ac chimérique (-ximab), en rouge: Ac humanisé (-zumab), en jaune: Ac humain (-mumab), 
en vert: Ac murin (-momab) (140). 
 
On doit la naissance de la sérothérapie à Emil von Behring dans les années 1890 avec le 
sérum antidiphtérique. Mais, pour pouvoir travailler à l’échelle humaine, il est nécessaire de 
disposer de quantités suffisantes de sérum. Quelques années plus tard, ils décidèrent 
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d’immuniser des chevaux et d’utiliser ce sérum équin pour réaliser les premières expériences 
cliniques. Les résultats obtenus sur des enfants atteints de dipthérie traités avec ce sérum 
furent spectaculaires (150), la sérothérapie était lancée. L’utilisation de la sérothérapie fut 
rapidement transposée au traitement des envenimations ou intoxications. Ce n’est qu’à la 
veille de la Seconde Guerre mondiale que la présence des Ac dans le sérum fut démontrée, 
initiant ainsi les études biochimiques de l’après guerre. Dans les années 1950, les techniques 
de protéolyse ménagée par la papaïne et la pepsine permirent d’obtenir la première structure 
de l’IgG. S’en sont suivies des applications cliniques car, sans la partie constante, les 
fragments d’Ig d’origine animale étaient beaucoup mieux tolérés. A partir des années 1960, il 
devint possible de disposer d’Ig humaines dont la demi-vie est plus longue que les Ig équines 
(151). Malgré leur coût plus élevé que les Ig équines, les Ig humaines s’imposèrent largement. 
L’avènement des AcMo a été permis grâce à la fabrication d’hybridomes. Ces hybridomes 
résultent de la fusion de LB normaux murins avec des cellules de myélome multiple. Les 
cellules obtenues héritent de deux propriétés: l’ « immortalité » des cellules de myélome et la 
capacité à fabriquer des Ac des LB. Ainsi, en 1975, César Milstein et Georges Kohler ont 
réalisés des hybridomes avec des LB de souris immunisées avec des globules rouges de 
mouton. Les cellules hybrides obtenues produisaient un AcMo dirigé contre les globules 
rouges de mouton (152).  
Les AcMo étaient nés et de grands espoirs thérapeutiques en découlèrent.  
Deux firmes pharmaceutiques, Centocor et Genentech, se lancèrent dans l’aventure des 
AcMo. Genentech fut particulièrement visionnaire et participa activement au succès de ces 
biomédicaments. Ce succès fut tout de même entaché de nombreuses déceptions notamment 
avec les équipes qui ont tenté de développer des AcMo anti-cytokines ou anti-facteurs de 
croissance.  
Aux vues de « l’AcMo boom », le monde de la cancérologie s’y est fortement intéressé. 
L’utilisation des AcMo permettrait le ciblage spécifique des cellules tumorales via la fixation 
de l’Ac sur l’Ag de la cellule maligne. Outre la question de l’obtention d’Ac de haute affinité, 
le problème de l’utilisation d’Ac murins chez l’Homme se posa rapidement. En effet, cette 
utilisation induit l’apparition, chez le patient, d’Ac humains anti-Ac de souris Hama (Human 
Anti-Mouse Antibody) responsables de nombreux effets secondaires indésirables dus à la 
formation de complexes immuns. D’où la nécessité de générer des anticorps avec le moins de 
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fragments d’origine murine possible (153). Ainsi, l’ingénierie moléculaire a permis 
l’obtention d’Ac thérapeutiques chimériques, humanisés puis totalement humains (Figure 20) 
(154). 
 
Figure 20: Générations successives d’AcMo thérapeutiques.  
VH & VL: régions variables respectivement des chaînes lourdes et légères. CH & CL: régions constantes 
respectivement des chaînes lourdes et légères (155, 156). 
 
Un véritable engouement s’est créé au fil des années autour de ces AcMo et les stratégies pour 
augmenter la puissance anti-tumorale des AcMo se sont multipliées. Des AcMo ayant une 
meilleure affinité, une imunogénicité réduite et des propriétés effectrices optimales ont été 
générés (155). 
Dans le cadre des LNHs, l’arrivée des AcMo donne de nouveaux espoirs thérapeutiques. Leur 
utilisation a inversé la tendance de la courbe de mortalité des LNHs (Figure 21). Entre 1991 et 
1997, la mortalité augmentait de 1,6% par an. Cependant, de 1997 à 2003, la mortalité s’est 
mise à décliner de 2,8% par an. Bien que durant ces années les thérapies ont continué à 
s’améliorer, c’est l’introduction du RTX qui est responsable de l’inversement des tendances 
(157). 
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Figure 21: Evolution de la mortalité des patients atteints de LNHs et des nouveaux agents 
thérapeutiques disponibles aux Etats-Unis pour les LNHs. 
Données obtenues grâce au programme américain SEER (Surveillance, Epidemiology and End 
Results) (157). 
 
2-  Le CD20: une cible de choix pour l’immunothérapie 
 
Plusieurs études étaient en quête d’antigènes cibles pour traiter les hémopathies B (Figure 21). 
Un antigène est apparu comme pouvant représenter une cible de choix: le CD20. En effet, ce 
dernier n’est pas modulé (internalisation, décapage) et n’est pas internalisé après fixation de 
l’anticorps. Un premier anticorps dirigé contre le CD20, le 1F5, fut injecté à quatre patients 
atteints de lymphome. Le patient ayant reçu la plus forte dose a présenté peu d’effets 
secondaires et a eu une réduction de 90% de sa masse ganglionnaire (158). 
 
Le règne du CD20 débuta. 
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Figure 22: Antigènes de surface sur la cellule B. 
La cellule B présente un grand nombre d’antigènes de surface pouvant être la cible d’AcMo. La 
présence du CD5 dépendra du type histologique (159). 
 
a) Structure et fonctions du CD20 
 
Le CD20 a été identifié pour la première fois en 1980 par Stashenko et ses collaborateurs. Ils 
l’ont défini comme un antigène spécifique des LB humains et l’ont appelé B1. Selon leurs 
travaux, il est présent sur environ 9% des cellules du sang périphérique. Par contre, il est 
présent sur plus de 95% des cellules B, qu’elles proviennent du sang ou des organes 
lymphoïdes (160). Les premières études visant à déterminer la structure de cette protéine 
suivirent quelques années plus tard. En 1988, Einfeld et ses collaborateurs ont proposé un 
premier modèle pour la structure du CD20 (Figure 23a). Ils décrivent ainsi une protéine avec 
3 domaines transmembranaires: A, B et C. Entre les segments B et C se trouve une grande 
boucle extracellulaire de 41 acides aminés (161). Au cours des années, la structure a été 
affinée. 
Au final, le CD20 ou MS4A1 (Membrane-Spanning 4-domain, group A, member 1) est une 
protéine non glycosylée transmembranaire. Elle contient quatre domaines transmembranaires 
séparant deux boucles extracellulaires (dont la petite manquait dans le modèle d’Einfeld) et 
trois régions intracellulaires (Figure 23b). Les régions intracellulaires contiennent de 
nombreux sites en sérine et thréonine dont la phosphorylation est régulée par la PKC  (162). 
Selon les sites phosphorylés, on obtient trois isoformes de 33, 35 et 37kDa (163). 
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Figure 23: Schéma de la structure du CD20. 
a. Premier modèle proposé avec une seule boucle extracellulaire et trois domaines transmembranaires. 
b. Structure affinée du CD20 avec quatre segments transmembranaires. Deux boucles extracellulaires 
(1 petite et 1 grande) et les queues N et C-terminales intracytoplasmiques adapté de (164) (161). 
 
Le CD20 est présent à la membrane plasmique sous forme d’oligomère et plus précisément en 
tétramère. Il va participer à la formation de complexes protéiques à la surface notamment en 
interagissant avec le BCR (165). 
Le ligand de cette protéine n’étant pas connu, il est nécessaire d’utiliser la liaison d’anticorps 
anti-CD20 pour étudier sa fonction. 
Il existe un homologue humain du CD20 chez la souris. Chez les souris déficientes pour cette 
protéine, il n’y a pas de défaut majeur imputé à cette déficience et les cellules B présentent un 
développement et des fonctions normales (166). Pour déterminer la fonction de cette protéine, 
l’équipe de Tedder a réalisé des transfections ectopiques du CD20. Ils ont ainsi montré que 
l’expression du CD20 induisait un flux calcique transmembranaire, suggérant un rôle de canal 
calcique (167). Cela est confirmé dix ans plus tard, par l’équipe de JP Deans qui publie une 
étude prouvant l’implication du CD20 dans la voie calcique. En effet, l’expression ectopique 
du CD20 associé aux radeaux lipidiques induit un important flux calcique dans les cellules 
CHO (Chinese Hamster Ovary). Cette relocalisation du CD20 dans les radeaux lipidiques, 
dépendante d’une séquence cytoplasmique de la protéine (168), est essentielle pour la 
fonction de canal calcique (169). 
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Plusieurs études évoquent des relations fonctionnelles entre le CD20 et le BCR. En 2000, 
Mathas et ses collaborateurs ont montré que l’induction d’apoptose et l’inhibition de 
prolifération par des AcMo anti-CD20 se faisaient via l’activation des mêmes signaux que le 
BCR (170). Trois ans plus tard, l’équipe de Yamada confirme cela en décrivant une synergie 
des signaux du CD20 et du BCR pour induire l’apoptose dans des cellules de lymphome de 
Burkitt ou des cellules leucémiques (171). Enfin, une étude plus récente a montré que dans 
des cellules n’exprimant pas le BCR, l’activation du CD20 est incapable d’induire un flux 
calcique (172). Dans l’équipe, il a été montré que le RTX pouvait inhiber la signalisation du 
BCR en modifiant la structure des radeaux lipidiques, et en inhibant l’expression du BCR à la 
surface (172, 173). 
 
b) Régulation de l’expression du CD20 
 
Le gène MS4A1 qui code pour la protéine CD20 est localisé sur le chromosome 11q12-13 
(174). Ce gène est activé au stade pré-B et l’expression du CD20 est maintenue jusqu’au stade 
B mémoire (Figure 24). Cette expression différentielle à des stades précis de la différenciation 
des lymphocytes B permet un ciblage thérapeutique (8). Les cellules de LF exprimant le 
CD20, peuvent quant à elles être facilement la cible d’une immunothérapie ciblée anti-CD20 
(175). 
Figure 24: Expression du CD20 au cours de l’ontogénie des cellules B. 
Le CD20 est exprimé du stade pré-B au stade cellule B mémoire. Il n’est pas exprimé sur les 
plasmocytes (176). 
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L’expression du CD20 au cours du développement des LB est très finement régulée. La 
régulation peut s’effectuer au niveau transcriptionnel sur le gène MS4A1. On peut citer par 
exemple une étude montrant que l’utilisation d’inhibiteurs des HDAC (Histone DeACetylase) 
augmente l’expression du CD20 à la surface des cellules B (177). De la même manière, un 
traitement avec la 5-azacytidine, qui inhibe la méthyltransférase de l’ADN, augmente 
l’expression de l’ARNm du CD20 et restaure l’expression en surface du CD20 (178). Ces 
données suggèrent l’existence de mécanismes épigénétiques dans la régulation du CD20. 
Au niveau post-transcriptionnel, l’activation de la phosphorylation du CD20 grâce à des 
agents tels que la PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate) entraîne une diminution de 
l’expression du CD20 à la surface (179). Czuczman et ses collaborateurs ont observé, dans 
des lignées de LF résistantes au RTX, qu’il y avait une corrélation entre la diminution de 
l’expression du CD20 et l’augmentation des composants du système ubiquitine-protéasome 
(UPS) (180). Cette implication du protéasome dans la régulation post-transcriptionnelle a été 
confirmée par l’équipe de Golab qui montre que le traitement avec le Bortézomib (inhibiteur 
du protéasome) augmente le niveau d’expression du CD20 (181). 
Enfin, l’expression du CD20 peut également être régulée par plusieurs cytokines telles que 
l’IL-4, le TNF-α ou encore le GMCSF (Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating 
Factor) (182). 
 
Il existe donc de nombreux niveaux de régulation pour le CD20 mais les mécanismes exacts 
mis en jeu restent encore relativement méconnus. Ce qui est sûr, c’est que ce marqueur de 




Le Rituximab (Mabthera®) est le premier AcMo qui a reçu l’approbation de la FDA (Food 
and Drug Administration) en 1997 pour son utilisation en oncologie. 
 
a) Etat des lieux 
 
Il s’agit d’un AcMo de type I chimérique: ses parties variables sont d’origine murine et sont 
associées à la région constante d’une IgG1 humaine (Figure 25). Pour obtenir un tel AcMo, 
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l’ADN codant pour les domaines VH et VL d’un AcMo de souris est fusionné avec l’ADN 
codant les domaines constants H et L d’une Ig humaine. On obtient ainsi un AcMo hybride, 
humain à 75%, dont la partie constante n’est pas immunogène (153).  
 
Figure 25: Structure du Rituximab. 
Fc: fragment constant (183). 
 
L’épitope du CD20 reconnu par le RTX se situe dans la grande boucle extracellulaire 
comprise entre les domaines transmembranaires 3 et 4. Le RTX se lie à un épitope discontinu 
qui se compose des aa 170 à 173 et des aa 182 à 185. Ces deux portions sont structurellement 
rapprochées par un pont disulfure reliant les cystéines 167 et 183 (184). 
Le RTX se fixe sur le CD20 par sa partie variable entraînant la relocalisation de ce dernier 
dans les radeaux lipidiques (185). 95% des molécules de CD20 seront redirigées dans les 
radeaux lipidiques, cette redistribution dépend d’un fragment cytoplasmique de la protéine 
compris entre les résidus 219 et 225 (168). Cette relocalisation du CD20 est indispensable 
pour l’activité du RTX et la composition lipidique de la membrane est importante pour la 
fixation et l’effet du RTX (186).  
Suite au « clustering » du CD20 dans les radeaux lipidiques, des tyrosines kinases de la 
famille src vont être recrutées (Lyn, Fyn et Lck) et activer la PLCγ2 menant, in fine, à 
l’induction d’un flux calcique. Ce dernier est suivi par une activation des caspases et une 
induction d’apoptose (187). 
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Les mécanismes d’action du RTX impactant les cellules B seront détaillés dans le paragraphe 
« mécanismes de déplétion des cellules B par les AcMo ». 
 
b) Le Rituximab en clinique 
 
En 1997, le RTX a donc reçu l’autorisation de mise sur le marché aux Etats-Unis pour son 
utilisation en cancérologie. Un nouvel agent thérapeutique est ainsi apparu pour des patients 
atteints d’hémopathies à cellules B. C’est ainsi, qu’un patient atteint à la fois de lymphome B 
et de polyarthrite rhumatoïde (PR) a reçu des injections de RTX. De manière extrêmement 
inattendue à cette époque là, le RTX a entrainé une rémission des symptômes de la PR (188). 
Il s’agit là, de la première évidence clinique de l’efficacité du RTX dans les maladies auto-
immunes. Depuis, les maladies auto-immunes dont le traitement comprend le RTX sont 
nombreuses. On peut citer, outre la PR, le lupus érythémateux, la dermatomyosite, l’anémie 
hémolytique auto-immune ou encore la granulomatose de Wegener (189). 
 
Dans le domaine de la cancérologie, le RTX a tout d’abord été utilisé en monothérapie chez 
des patients atteints de LNH en rechute. Les premiers résultats étaient modestes avec environ 
50% de réponse partielle et aucune réponse complète (190). Les résultats plus probants ont été 
ceux obtenus lors de l’association du RTX avec la polychimiothérapie CHOP. Après plusieurs 
études cliniques, l’administration de RTX s’est standardisée et consiste en une injection par 
semaine de 375mg/m2 pendant quatre semaines. Les effets secondaires dus au RTX 
apparaissent à la première injection et leur intensité est variable selon les patients: fièvre, 
vertiges, nausées, toux, fatigue, hypotension, prurit ou encore des gonflements de la gorge 
(191). Cette combinaison R-CHOP, devenue aujourd’hui le traitement standard, a permis 
d’obtenir 95% de réponse globale. 
 
Le LF reste une pathologie incurable dont le taux de rechute est non négligeable. Les 
améliorations apportées par le RTX dans le traitement de cette pathologie n’étant plus à 
démontrer, l’industrie pharmaceutique a développé de nouveaux AcMo anti-CD20 dits de 3ème 
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génération supposés plus efficaces. Nous nous focaliserons par la suite sur l’obinutuzumab 






L’Obinutuzumab ou GA101 est un AcMo anti-CD20 humanisé, développé à partir d’un Ac 
murin d’isotype IgG1 le B.ly1. Il s’agit du premier AcMo modifié par glyco-ingénierie utilisé 
en essai clinique. Contrairement au RTX, le GA101 est un AcMo de type II: il n’entraîne pas 
de relocalisation du CD20 dans les radeaux lipidiques et induit une agrégation homotypique 
(192, 193). 
Les modifications apportées visent à augmenter l’affinité pour l’antigène et l’afucosylation 
sur la partie Fc permet d’augmenter l’affinité pour le FcγRIIIa et d’optimiser l’ADCC. Cette 
afucosylation va également pallier les problèmes de polymorphisme (que l’on détaillera dans 
le § III-6). En effet, que la cellule exprime le variant FcγRIIa-158F ou le FcγRIIIa-158V, 
l’affinité sera meilleure. Lors de l’humanisation, une autre modification a été apportée. Il 
s’agit de la substitution d’une valine, présente dans le coude de la région charnière entre la 
région variable et le premier domaine de la partie constante, par une leucine. Cette 
substitution entraîne une ouverture de l’angle du coude d’environ 30° comparativement à la 
structure du RTX (Figure 26). Cette modification impacte certainement l’arrangement spatial 
des deux molécules de CD20 liées au GA101 ou au RTX (194). 
Figure 26: Superposition des domaines VH du GA101 et du RTX. 
En vert le GA101, en rose le RTX et en jaune le C2H7 (AcMo chimérique de type I). Le RTX et le 
C2H7 présente un angle équivalent d’environ 140° alors que celui du GA101 est de 167° (193). 
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L’épitope reconnu par le GA101 est différent de celui du RTX mais ils se chevauchent sur 
quelques aa. L’épitope reconnu par le GA101 est décalé vers la partie C-terminale et 
l’asparagine en position 176 est essentiel pour la reconnaissance (Figure 27) (194). 
 
Figure 27: Epitopes reconnus par le RTX et le GA101. 
En bleu aa reconnus par le RTX et en violet les aa reconnus par le GA101 (194). 
 
Plusieurs études in vitro ont été menées afin de déterminer les mécanismes d’action du 
GA101 et/ou de le comparer avec le RTX. Une des études pionnières dans ce domaine est 
celle de Mössner et ses collaborateurs. Ils montrent que le GA101 induit une plus forte ADCC 
que le RTX et qu’il exerce une activité supérieure dans la déplétion des cellules B tumorales 
de LNH. Dans les modèles de xénogreffes, le GA101 présente une activité anti-tumorale 
supérieure au RTX, aboutissant à l’induction d’une rémission tumorale complète et d’une 
augmentation de la survie globale. Chez les primates non-humains, le GA101 présente encore 
une activité supérieure notamment concernant la déplétion des cellules B dans les tissus 
lymphoïdes tels que la rate et les ganglions lymphatiques (195). Une étude préclinique menée 
par l’équipe de Dumontet a montré la supériorité du GA101, seul ou en combinaison avec une 
chimiothérapie, par rapport au RTX dans des lignées de LF (196). 
 
Introduction– Chapitre III 
Doctorat de l’Université de Toulouse 
 Page 70 
 
Les mécanismes intracellulaires seront détaillés dans le chapitre III-5. 
 
b) L’Obinutuzumab en clinique 
 
Les données de pharmacocinétiques obtenues avec le GA101 sont apparues comme étant 
similaires à celles du RTX. Pas moins de douze études cliniques sont en cours à l’heure 
actuelle (197, 198), dont des phases II et III pour les LNHs et la LLC (194). 
Les premiers résultats de l’étude clinique de phase III CLL11 (BO21004, clinicaltrial: 
NCT010110061) ont été présentés à l’ASCO (American Society of Clinical Oncology) en Juin 
2013. Cette étude a comparé le traitement au GA101 ou au RTX, tous deux administrés avec 
le chlorambucil (CLB, un agent alkylant), au CLB seul dans la LLC (199). Ainsi, le GA101 a 
significativement réduit le risque de progression de la maladie ou de décès. L’association 
GA101–CLB a plus que doublé la durée de survie sans progression en comparaison avec le 
CLB seul. Ces résultats ont permis l’obtention du statut de percée thérapeutique des autorités 
sanitaires américaines pour le GA101 et très récemment, la FDA lui a accordé une procédure 
d’homologation accélérée dont la décision définitive sera connue en fin d’année 2013. 
 
Deux études de phase II ont analysé l’efficacité du GA101 dans le cadre des LF en rechute ou 
réfractaires pour la première, et dans les DLBCL et lymphomes du manteau pour la seconde. 
Dans la première étude, l’étude GAUDI (NCT 00825149), 56 patients ont reçu la 
combinaison G-CHOP ou l’association GA101 – fludarabine – cyclophosphamide (G-FC). 
L’effet secondaire le plus courant a été une neutropénie chez 43% des patients ayant reçu le 
traitement G-CHOP et chez 50% des patients ayant reçu le traitement G-FC. Aucun effet 
secondaire inattendu n’a été observé, montrant que le GA101 associé à la chimiothérapie est 
relativement bien toléré. Au final, 93% et 96% de réponse globale ont été observé avec 
respectivement le traitement G-CHOP et le G-FC. Tous ces résultats sont encourageants et 
favorables pour la poursuite des études en phase III (200). 
Dans la seconde étude, GAUGUIN (NCT00517530), deux doses de GA101 en monothérapie 
ont été testées. Dans la phase I de cette étude, les résultats concernant l’activité du GA101 
étaient encourageants mais il n’y a pas eu de réel effet dose-réponse. 40 patients reçurent huit 
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cycles de GA101 soit 400mg pour tous les cycles, soit une alternance de 1 600/800mg. A la 
fin des cycles de traitement, le taux de réponse global était de 37% avec les doses les plus 
élevées et de 24% pour les patients ayant reçu la dose de 400mg. Dans tous les cas, le GA101 
s’est montré globalement bien toléré et les effets secondaires principalement rencontrés sont 
ceux liés à l’injection. Comme pour la précédente étude de phase II, les résultats semblent 
encourageants pour la poursuite en phase III (201). 
Enfin, trois études de phase III sont en cours dans le traitement des lymphomes. La première, 
GADOLIN (NCT01059630) compare l’association GA101 – bendamustine à la bendamustine 
seule chez des patients présentant des LNHs indolents et réfractaires au RTX. La deuxième, 
GOYA (NCT01287741) compare les associations GA101 – CHOP et RTX – CHOP chez des 
pateints atteints de DLBCL à cellules CD20+. Et la troisième, GALLIUM (NCT01332968), 
compare le RTX et le GA101 tous deux associés à une polychimiothérapie (CHOP, CVP ou 
bendamustine) suivis d’une maintenance avec le RTX ou la GA101 chez des patients atteints 
de LNHs indolents de stade avancé (202). 
Les effets secondaires sont équivalents à ceux observés avec le RTX à savoir: fièvre, 
hypo/hyper tension, nausées, vomissements (203). Récemment, un patient traité pour un LF a 
présenté une éruption lichénoïde répandue en réaction au traitement au GA101. Il s’agit là du 
seul cas d’effet secondaire cutané du GA101 (204). 
 
5- Mécanismes de déplétion des cellules B par les anticorps monoclonaux 
 
Le RTX et le GA101sont de deux types distincts d’AcMo anti-CD20: le RTX est un AcMo de 
type I (Rituximab-like) et le GA101 est un AcMo de type II (Tositumomab-like). Ces deux 
types d’AcMo présentent des caractéristiques et des mécanismes d’action différents (Figure 
28). 
Les AcMo de type II sont plus efficaces dans l’induction d’une mort de manière directe tout 
comme dans l’induction d’ADCC comparativement aux AcMo de type I. En revanche, les 
AcMo de type I induisent une plus forte cytotoxicité dépendante du complément (CDC) 
(163). 
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Figure 28: Différences entre les AcMo de type I et de type II. 
Dans le panel de gauche, les propriétés des AcMo de type I. Dans celui de droite, les propriétés des 
AcMo de type II adapté de (163, 194). 
 
 
a) Mécanismes directs: une attaque de front 
 
Les mécanismes d’action directs sont ceux n’impliquant que la liaison de l’AcMo au CD20 
par ses parties variables.  
 
i. Action directe 
 
Les données concernant les mécanismes d’action directe du GA101 sont moindres par rapport 
à celles du RTX, de part son arrivée récente sur le marché des AcMo. Le GA101 induit une 
agrégation homotypique mais pas de relocalisation du CD20 dans les radeaux lipidiques 
(195).  
Introduction– Chapitre III 
Doctorat de l’Université de Toulouse 
 Page 73 
 
Notre équipe a mené plusieurs travaux afin de comprendre les mécanismes d’action du RTX 
sur les cellules B de LF. Dans un premier temps, il a été montré que le RTX inhibe la 
prolifération des cellules B. Cela s’explique par le fait que le RTX affecte la structure des 
radeaux lipidiques en activant la sphingomyélinase acide qui hydrolyse la sphingomyéline et 
génère du céramide, ceux-ci étant responsables de la fusion des radeaux lipidiques. La 
signalisation au sein de la cellule B en sera perturbée avec une activation de MAPK, une 
augmentation de l’expression de p27Kip1 et un arrêt du cycle cellulaire (205). Ensuite, 
d’autres travaux de notre équipe ont montré que l’inhibition de la prolifération peut également 
s’expliquer par une inhibition de la PKCζ inactivant ainsi la voie mTOR (63). Enfin, des 
travaux plus récents ont montré que le RTX inhibe le signal BCR en inhibant l’activation des 
protéines, telles que Lyn, Syk, PLCγ2, Akt et Erk, induite par la stimulation du BCR. Il a 
également été observé une inhibition du flux calcique, qui est la signature de l’activation du 
signal BCR. Le RTX agit par deux mécanismes: 1) il modifie le taux de cholestérol au niveau 
des radeaux lipidiques, empêchant la délocalisation du BCR dans ces micro-domaines ce qui 
est nécessaire à son activation, et 2) il inhibe l’expression du BCR à la surface par un 
mécanisme protéasome-dépendant (173). 
L’équipe de B. Bonavida a montré que, dans des cellules de LNH, le RTX inhibe les voies de 
p38/MAPK, NFκB, de Erk1/2 et de Akt. Cela a pour conséquence une inhibition de la 
transcription des gènes codant pour des protéines anti-apoptotiques aboutissant à une chimio-
sensibilisation des cellules (Figure 29a). Le RTX, via l’inhibition de la voie NFκB, inhibe 
l’expression du facteur de transcription YY1 (Yin Yang 1) qui lui-même, régule négativement 
Fas et DR5. In fine, l’action du RTX va permettre une augmentation de l’expression de Fas et 
DR5 induisant ainsi une immuno-sensibilisation (Figure 29b) (206). 
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Figure 29: Inhibition des voies de survie, chimio-sensibilisation et immuno-sensibilisation 
par le RTX. 
a. Le RTX inhibe les voies de survie ce qui entraine l’inhibition de la transcription des protéines anti-
apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xL et Mcl-1) aboutissant in fine à une chimio-sensibilisation. b. L’inhibition 
de la voie NFκB par le RTX lève l’inhibition de la répression transcriptionnelle de Fas et DR5 ce qui 
permet une une augmentation de l’apoptose induite par Fas et TRAIL (206). 
 
Une étude préclinique menée par Dalle et ses collaborateurs a montré que le GA101 présentait 
une plus grande efficacité directe que le RTX. Il a également été montré l’implication de deux 
autres protéines: EGR1 (Early Growth Response 1) et ATF3 (Activating Transcription Factor 
3) dans la signalisation du CD20 médiée par le RTX et le GA101 (196). 
Dans le cadre de la LLC, Reslan et ses collaborateurs montrent que le GA101 et le RTX 
induisent en effet de l’apoptose, mais par des mécanismes différents. Ainsi, le GA101 induit 
une plus forte implication de la voie mitochondriale avec notamment une inhibition de Bcl-
xL. Cette inhibition pourrait, en plus, induire une chimio-sensibilisation et faciliter l’induction 
d’apoptose par les agents thérapeutiques (207). En ce qui concerne l’induction directe 
d’apoptose, le GA101 s’avère généralement plus efficace que le RTX dans des cellules de 
LLC et de LNH (195, 207). 
 
ii. Mort lysosomale 
 
Dans les années 1950, de Duve, lors de ses recherches sur une phosphatase hépatiques fit la 
découverte des lysosomes (208) et leur potentiel cytotoxique fut mis en évidence. Le 
développement de stratégies thérapeutiques ciblant les lysosomes a tardé à se mettre en place 
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par crainte de cibler toutes les cellules contenant des lysosomes (seuls les globules rouges en 
sont dépourvus) (209). 
Connaissant la forte résistance à l’apoptose des cellules B malignes, les travaux de Chan et 
ses collaborateurs furent d’une grande importance. Ils montrèrent que le tositumomab (AcMo 
murin anti-CD20 de type II, IgG2a) était capable d’induire une mort des cellules B malignes 
indépendante de l’activation des caspases et insensible à la surexpression de Bcl-2 (192). 
Quelques années plus tard, l’équipe de T. Illidge a montré que le GA101 est capable d’induire 
une mort programmée des cellules tumorales de manière caspase-indépendante mais 
impliquant la réorganisation de l’actine. Ce type de mort, spécifique aux anticorps de type II, 
est un processus mettant en jeu les lysosomes et leur perméabilisation (210). La 
perméabilisation de la membrane lysosomale va permettre le relargage d’enzymes lysosomes 
telles que les cathepsines (notamment la cathepsine B). Suite à ce processus, il va se produire 
une processus de mort cellulaire non apoptotique impliquant la production de ROS (Reactive 
Oxygen Species) (Figure 30) (211).  
 
Figure 30: Mécanisme de mort lysosomale induite pas le GA101. 
La fixation des AcMo de type II entraine un remodelage de l’actine et une agrégation homotypique. 
Suite à cela, il est observé une rupture de la membrane lysosomale avec un relargage des cathepsines. 
Cela induit la production de ROS et aboutit une mort cellulaire non apoptotique (211). 
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Le processus de mort lysosomale est caractérisé par une perméabilisation partielle de la 
membrane lysosomale et le relargage des hydrolases lysosomales dans le cytosol. Une fois 
dans le cytosol, ces hydrolases vont engendrer une mort cellulaire même dans les cellules 
résistantes à l’apoptose. Les cathepsines sont les protéases lysosomales les plus abondantes et 
la majorité d’entre elles sont ubiquitaires. Celles qui sont le plus couramment impliquées dans 
la mort lysosomale sont l’aspartique-cathepsine D et la cystéine-cathepsine B (212). Il semble 
que le tositumomab induise l’expression de la cathepsine B (210, 213), dont l’augmentation 
de l’activité conduit à une déstabilisation de la membrane lysosomale par un mécanismes 
impliquant la dégradation des protéines de la membrane lysosomale (214). 
Ce type de mort n’a pas été décrit pour le RTX mais il n’a pas été étudié pour tous les AcMo 
de type I. L’induction de mort lysosomale par les AcMo de type II dans les hémopathies 
malignes (210, 215) parait importante pour pallier les résistances à l’apoptose développées par 




Les mécanismes d’action directs des AcMo sont souvent imputés aux fonctions classiques et 
connues que l’on vient de voir. Mais de manière intéressante, Däbritz et ses collaborateurs ont 
présenté au congrès de l’American Society of Haematology en 2010, des travaux montrant une 
induction de sénescence dans des cellules de lymphome B humain indolent et agressif suite à 
des traitements au RTX (216). Le mécanisme reste pour le moment inconnu. 
Il existe plusieurs études qui ont montré que la sénescence pouvait être un mécanisme de 
suppression des tumeurs. Des études in vivo dans des modèles murins ont permis de montrer 
l’implication de la sénescence dans la restriction de la tumorigenèse (217, 218). Carol 
Greider, dans une étude qui se révèlera comme pionnière dans ce domaine, a montré que la 
sénescence réduit significativement le développement tumoral in vivo. Un des mécanismes 
expliquant ce processus serait une réponse aux télomères courts médiée par p53. La 
sénescence implique un arrêt irréversible du cycle cellulaire associé à des modifications 
morphologiques et fonctionnelles de la cellule. Elle peut être de deux types: réplicative si elle 
est induite par le raccourcissement des télomères, ou prématurée induite par le stress (219). 
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L’arrêt du cycle cellulaire est généralement associé à l’augmentation de l’expression de 
l’activité β-galactosidase lysosomale (SA-β-Gal) (220).  
Aux vues de ces observations, l’idée de faire de la sénescence un intérêt thérapeutique est 
apparue. Le cisplatine, la doxorubicine ou encore l’étoposide sont des drogues capables 
d’induire de la sénescence dans des cellules cancéreuses. On parle alors de TIS (Therapy-
Induced Senescence) (221) et celle-ci est détectable au sein de tumeurs de patients traités avec 
ce type d’agents génotoxiques. Par exemple, 41% des biopsies de tumeurs de cancer du sein 
provenant de patientes traitées avec un cocktail thérapeutique comprenant de la doxorubicine 
présentent de la sénescence (222). Cette recherche ouvre potentiellement de nouvelles 
perspectives thérapeutiques mais de nouvelles études, tant fondamentales que cliniques, 
doivent être menées pour pouvoir attribuer le statut de cible thérapeutique aux protéines 
impliquées dans le processus de sénescence. D’autant plus que, considérer l’induction de la 
sénescence comme une thérapeutique anticancéreuse est tout de même controversé aux vues 
des aspects protumoraux qu’elle peut générer (Figure 31). 
 
 
Figure 31: Conséquences de la sénescence au sein d’une tumeur. 
La sénescence est un processus biologique qui dans le cadre d’un cancer peut être de bon ou de 
mauvais pronostic selon le phénotype des cellules sénescente (223). 
 
Des données montrent que le phénotype sécrétoire des cellules sénescentes peut générer un 
environnement protumoral (224). En effet, nous pouvons citer une étude menée par l’équipe 
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de Campisi sur des fibroblastes sénescents qui montre que ces cellules vont stimuler la 
prolifération des cellules épithéliales malignes ou pré-malignes et non des cellules saines, 
ainsi que la formation de tumeurs chez la souris (225). Ces fibroblastes sécrètent des facteurs 
solubles tels que des cytokines inflammatoires, des facteurs de croissance épithéliaux ou 
encore des métalloprotéases matricielles. Tous ces facteurs vont créer un environnement 
propice au développement tumoral (226). 
Des études supplémentaires sont nécessaires pour statuer quant au bon ou mauvais pronostic 
associé à une TIS, et plus précisément dans le cadre des lymphomes pour lesquels les données 
sur la sénescence sont manquantes. 
 
b) Mécanismes indirects: la manière détournée 
 
Outre une action directe, les AcMo peuvent également « recruter » des cellules immunitaires 
et les lier à la cellule cible en se fixant d’une part au CD20 et d’autre part aux récepteurs au 
fragment constant (FcR) des Igs exprimés par les cellules effectrices (Table 4). 
 
Table 4: Expression des FcRs selon le type de cellule immunitaire. 
Différents FcγR exprimés par les cellules immunitaires (227). 
 
Parmi les FcR, on distingue deux catégories: les activateurs (FcγRI, FcγRIIa, FcγRIIc, 
FcγRIIIa et FcγRIIIb) qui signalent via un motif ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based 
Activation Motif) et les inhibiteurs (FcγRIIb) qui signalent via un motif ITIM 
(Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif). La fixation de l’Ig sur le FcR induit une 
phosphorylation en tyrosine des motifs ITAM par des protéines kinases des familles src ou 
Syk. L’engagement du FcγRIIb induit la phosphorylation du motif ITIM et l’activation de 
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phosphatases telle que SHIP (SH2 domain-containing Inositol 5'-Phosphatase) entraînant 
l’inhibition du signal activateur. C’est la balance entre les signaux provenant des FcR 
activateurs et inhibiteurs qui détermine le niveau d’activation des cellules effectrices (228). 
Les mécanismes majeurs de déplétion indirecte des cellules B par les AcMo sont: l’ADCC, 
l’ADCP (Antibody Dependent Cellular Phagocytosis) et la CDC (Complement-Dependent 
Cytotoxicity) (Figure 32).  
 
Figure 32: Mécanismes de déplétion des cellules B par les AcMo.  
En rose: le CD20, en vert: l’AcMo (159). 
 
i. Cytotoxicité cellulaire dépendante de l’anticorps 
 
Dès 1994, des études in vitro ont montré que le RTX induisait une ADCC dans des lignées 
cellulaires de lymphome (229). L’implication de l’ADCC dans les mécanismes d’action du 
RTX a été confirmée in vivo avec des souris soit déficientes pour la chaîne γ du FcR (230) soit 
traitées avec un Ac neutralisant les FcR (231). 
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Aux vues de l’importance de la liaison entre le fragment Fc et le FcR, cela donne un champ 
d’investigation quant à l’amélioration de l’efficacité du RTX. Des modifications biochimiques 
de la partie Fc, telles que l’afucosylation, peuvent augmenter les capacités des AcMo à 
induire l’ADCC (232). Ainsi, l’afucosylation présente sur le GA101 permet d’augmenter 
l’affinité pour le FcR et d’accroître ses capacités à induire l’ADCC.  
Des études in vitro ont confirmé la meilleure efficacité du GA101 à induire la dégranulation 
des cellules NK face à des cellules de LLC (233). De la même façon, Rafiq et ses 
collaborateurs ont montré que, vis-à-vis de cellules B de LLC, le GA101 induit une plus forte 
ADCC et également une plus forte activation des cellules NK (234). Enfin, des travaux de 
l’équipe de JF Rossi ont montré que le GA101 augmente fortement la cytotoxicité des 
lymphocytes T Vγ9Vδ2 vis-à-vis de cellules primaires ou de lignées cellulaires de lymphome. 
En effet, ils observent au niveau des LT Vγ9Vδ2 une augmentation de la sécrétion d’IFN-γ et 
une augmentation de l’expression de CD107a (marqueur de dégranulation). En parallèle, ils 
notent également une augmentation de la lyse des cellules de lymphomes en présence de 
GA101. Pour toutes ces observations, l’effet du GA101 est supérieur à celui du RTX (93). 
Des travaux récents menées dans notre équipe ont mis en évidence l’IL-8 comme co-
activateur des cellules NK, impliquée dans l’ADCC de cellules de LLC médiée par le RTX et 
le GA101 (235). 
 
ii. Cytotoxicité dépendante du complément 
 
Le système du complément est un processus important dans l’éradication des cellules 
néoplasiques. Ce système peut être activé selon trois voies: des lectines, alternative ou 
classique. La voie classique est celle faisant intervenir les Igs. La première étape de cette voie 
est la fixation de la protéine C1q sur le fragment Fc des IgG ou IgM. Cette liaison déclenche 
une cascade protéolytique générant une grande quantité de C3b, protéine effectrice principale 
de la cascade.  La C3b va se lier à la C3 convertase pour former la C5 convertase conduisant à 
la génération du complexe d’attaque membranaire (CAM) qui sera responsable de la mort de 
la cellule cible en perturbant sa membrane plasmique (Figure 33) (227). 
Il s’agit là du phénomène de cytotoxicité dépendante du complément (CDC). 
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Figure 33: Mécanismes moléculaires de la voie classique du complément. 
La fixation de l’Ac sur son Ag entraine le recrutement de la première protéine de la cascade du 
complément C1q (A). S’en suit le recrutement des autres protéines de la cascade du complément (B-
K) jusqu’à la formation du CAM avec rupture de la membrane plasmique (L) (236). 
 
La C3 est abondante dans le plasma mais les C3b nouvellement produites seront éliminées si 
elles ne se lient pas à la C5 convertase. En revanche, C3b est capable de se lier à des 
récepteurs au complément que l’on trouve sur des cellules effectrices telles que les 
granulocytes, les macrophages ou encore les cellules NK (Figure 34). Cette liaison active les 
cellules effectrices et entraîne la lyse ou la phagocytose de la cellule cible. Ce phénomène est 
appelé CDCC (Complement-Dependent Cellular Cytotoxicity) (227). 
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Figure 34: Mécanisme de la CDCC. 
Protéines impliquées dans la cascade du complément (227). 
 
Des études in vitro ont montré que le RTX induit une CDC dans les lignées cellulaires de 
lymphome B (237) ou dans des cellules fraîchement isolées de patients (238, 239). La CDC 
semble un des mécanismes d’action majeurs du RTX mais est dépendant du niveau 
d’expression du CD20. Le niveau d’expression du CD20 détermine dans quelle mesure la 
cascade du complément va se déclencher et donc l’efficacité du RTX à induire une CDC 
(238). La capacité à induire une CDC sera variable selon le type cellulaire considéré. Par 
exemple, un fort taux de CDC est observé dans les LF ou les lymphomes du manteau par 
rapport à la LLC (239). 
L’induction de la CDC fait partie intégrante de l’activité du RTX. Des stratégies visant à 
amplifier ce phénomène afin d’augmenter l’efficacité du RTX ont été développées. Par 
exemple, augmenter l’expression du CD20, faciliter l’activation du complément ou diminuer 
les protéines inhibitrices de la cascade du complément. Ainsi, il semble que l’association du 
RTX avec ces approches donne de meilleurs résultats que le RTX seul (240).  
Les données concernant le GA101 et sa capacité à induire ou non une CDC sont moindres. 
Mais, une étude menée par l’équipe de C. Dumontet a montré, in vivo, que la neutralisation du 
système du complément n’affectait pas l’activité anti-tumorale du GA101 (196). 
 
iii. Phagocytose médiée par l’anticorps 
 
Comme on peut le voir dans la table 3, les monocytes/macrophages et les DCs sont des 
cellules exprimant les FcRs. Quand ces cellules seront dirigées contre les cellules cibles grâce 
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au pontage via l’AcMo, elles vont entraîner la phagocytose de la cellule cible. Il s’agit là du 
phénomène d’ADCP (227). Des travaux in vitro ont montré la phagocytose de cellules de 
lymphome traitées au RTX par des macrophages. L’ADCP semble principalement médiée par 
les FcγRIIa (241). Les AcMo présentant une afucosylation de la partie Fc sont également 
capables d’induire une ADCP. En effet, l’équipe de BS Wilson a montré que des AcMo 
humanisés anti-CD19 avec une afucosylation induisaient la phagocytose des cellules de 
leucémie aiguë lymphoblastique (LAL). Ils ont observé, in vitro, la formation de synapses 
entre les cellules de LAL traitées avec l’anti-CD19 (Medi-511) et les macrophages induisant 
ainsi la phagocytose de toutes les cellules de LAL en 3h (242). 
Face à des cellules B de LLC, le RTX et le GA101 induisent de la phagocytose à des niveaux 
équivalents. Par contre, dans le sang cette induction de phagocytose est inhibée du fait d’une 
grande quantité d’Igs circulantes. (233). De manière surprenante, des travaux menés par Rafiq 
et ses collaborateurs ont montré que le GA101, comparé au RTX, induit une plus faible 
activation des monocytes avec une plus faible phosphorylation de Erk et un moindre relargage 
de TNF-α (234). 
L’ADCP est un mécanisme important dans l’activité anti-tumorale des AcMo et peut être 
utilisée comme cible thérapeutique. Ainsi, il a été montré que l’utilisation d’un AcMo anti-
CD47 fonctionne en synergie avec le RTX pour promouvoir la phagocytose des cellules de 
LNH (243).  
 
c) L’effet « vaccinal » du Rituximab 
 
Tous les mécanismes que nous venons de voir sont des phénomènes se produisant rapidement 
et à court terme après le traitement aux AcMo. Or, des études ont montré que la réponse 
clinique au RTX atteignait son maximum quelques mois après l’injection. Les mécanismes 
évoqués précédemment ne sont donc pas les seuls mis en jeu (227). Selenko et ses 
collaborateurs ont montré que les DCs pouvaient présenter des peptides provenant de la lyse 
des cellules tumorales. La présentation de ces peptides tumoraux peut induire la formation de 
CTLs spécifiques via le phénomène de cross-présentation (Figure 35) (244). 
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Figure 35: Effet « vaccinal » du RTX. 
En se fixant sur l’antigène à la surface des cellules tumorales, les AcMo vont pouvoir être la cible des 
FcR présents notamment sur les cellules NK. Ces liaisons vont entraîner le relargage de PFN et GZB 
qui vont lyser les cellules tumorales (a). Les débris cellulaires issus de cette lyse seront captés par des 
CPA (b) qui les présenteront à des cellules B induisant la production d’Ac dirigés contre les épitopes 
tumoraux (c). Les CPA activeront également les CTL qui reconnaîtront et tueront les cellules 
présentant ces antigènes(d) (245). 
 
Des études in vivo suggèrent que l’administration d’AcMo à des souris peut induire une 
immunité anti-tumorale spécifique (246). L’équipe de JL. Teillaud a montré in vivo, qu’un 
traitement initial avec des AcMo anti-CD20 induisait une protection longue durée contre les 
cellules tumorales exprimant le CD20 humain. Ce traitement rend les souris 
immunocompétentes vis-à-vis des tumeurs. Ces données démontrent que les AcMo anti-CD20 
agissent également en induisant une réaction immunitaire adaptative, plaidant en faveur d’un 
effet « vaccinal » du RTX (247). 
Deux études cliniques dans le cadre des LNHs associant des AcMo anti-CD20 avec des 
cytokines immunomodulatrices suggèrent également cet effet vaccinal. L’association RTX – 
GM-CSF chez des patients atteints de LF en rechute ou réfractaires au traitement a montré de 
grands taux de réponses, tout en étant bien tolérée (248). La 2ème étude montre que la 
combinaison du RTX et de l’IFN-α chez des patients avec un lymphome indolent semble 
augmenter la qualité et la durée de la réponse clinique (249). 
Enfin, une étude menée par Hilchey et ses collaborateurs a mis en évidence une réponse 
immunitaire anti-tumorale chez des patients atteints de LF. En effet, ils ont comparé la 
réponse contre les Igs exprimées par les cellules de LF avant et après le traitement au RTX. Il 
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ressort de cette étude qu’après le traitement au RTX, 4 patients sur les 5 étudiés, présentent 
une augmentation des cellules T spécifiques de l’Id tumoral (250). Il s’agit là de la première 
preuve de l’immunité anti-tumorale induite par le RTX chez les patients. 
L’existence de cet effet « vaccinal » semble d’une importance capitale quant à une utilisation 
plus fréquente du RTX en thérapie de maintenance. Concernant le GA101, il faudra attendre 
quelques années pour avoir le recul nécessaire par rapport aux études cliniques en cours, afin 
de pouvoir lui imputer un tel effet. 
 
6- Mécanismes de résistance 
 
Bien que le RTX soit un agent thérapeutique efficace, environ 50% des patients en rechute ou 
présentant un LF CD20+ réfractaire ne répondent pas à une thérapie initiale utilisant le RTX 
(résistance innée). De plus, quasiment 60% des patients ayant initialement répondu à une 
thérapie avec du RTX, ne tirent plus de bénéfices d’un retraitement avec cet AcMo (résistance 
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Figure 36: Entre action du RTX et réaction de la cellule tumorale. 
(1) Le polymorphisme du FcγRIIIa affecte la liaison du RTX par sa partie constante. (2) 
Polymorphisme existant dans les protéines de la cascade du complément et affectant la cytotoxicité 
dépendante du complément médiée par le RTX. (3) L’expression des molécules de CMH de classe I 
sur les cellules tumorales impacte l’ADCC avec des cellules effectrices expriment les récepteurs KIRs. 
(4) L’induction directe d’apoptose par le RTX peut être modulée négativement. (5) (6) Des 
modifications qualitatives ou quantitatives de l’expression du CD20 à la surface des cellules tumorales 
influence la fixation du RTX. (7) Des changements de composition de la membrane plasmique 
affectent l’efficacité du RTX (251, 252). 
 
Si l’on conserve la hiérarchie évoquée dans la figure 36, le premier mécanisme de résistance 
abordé est le polymorphisme du FcγRIIIa, récepteur pour la partie constante des Ac impliqués 
dans l’ADCC. Une étude menée par l’équipe de Watier a montré une corrélation entre le 
polymorphisme du FcγRIIIa et les réponses cliniques et moléculaires du RTX (253). En effet, 
cette même équipe, avait également montré qu’une mutation sur le gène codant pour le 
FcγRIIIa, entraînant la substitution d’une valine (V) par une phénylalanine (F) induisait une 
moins bonne fixation des IgG1. Ainsi, le dimorphisme du gène FCGR3A génère deux 
allotypes: FcγRIIIa-158V et FcγRIIIa-158F. Les patients homozygotes FcγRIIIa-158V sont 
ceux répondant le mieux au RTX. La présence de la mutation, qu’elle soit homozygote ou 
hétérozygote, entraîne une moindre efficacité du RTX. Et cela est notamment du à une 
diminution de l’efficacité de l’ADCC médiée par les cellules NK (254).  
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Dans un deuxième temps, Cartron et ses collaborateurs ont montré qu’un autre 
polymorphisme influençait la réponse au RTX. Il s’agit du polymorphisme du CD11b, 
récepteur pour la protéine C3b de la cascade du complément mais les données sur ce 
mécanismes sont encore peu nombreuses (252). 
Comme détaillé précédemment, le RTX module directement les voies de signalisation de la 
cellule B tumorale. Des dérégulations de ces voies de signalisation pourraient jouer un rôle 
dans la résistance au RTX. Il a été observé par l’équipe de Bonavida que les cellules 
résistantes au RTX présentent une suractivation constitutive des voies de signalisation: NFκB 
(Nuclear Factor κB) et Erk1/2 (255). De plus, des travaux menés dans notre équipe ont 
montré que l’expression d’un variant constitutivement actif de la PKCζ empêchait l’effet 
inhibiteur du RTX sur la prolifération des cellules tumorales (63). 
Enfin, le CD20, cible du RTX, peut également être au centre de mécanismes de résistance; et 
ce, tant dans son expression que dans sa localisation. En effet, des études réalisées in vitro sur 
des lignées tumorales résistantes au RTX ont révélé une moindre expression du CD20 tant au 
niveau génique que protéique (180). Ce phénomène serait plutôt un mécanisme de résistance 
acquise car Hiraga et ses collaborateurs ont montré que des lymphomes à cellules B CD20+ et 
traités avec du RTX devenaient CD20-. En effet, ils observent chez ces patients une 
diminution des ARNm codants pour la protéine CD20 associée à une diminution de 
l’expression de ce marqueur à la surface des cellules B tumorales. Cette diminution étant 
réversée par un traitement à la 5-azacytidine, la résistance semble être la conséquence de 
phénomènes épigénétiques (178). L’équipe de Peschel a montré que l’altération de la 
composition des domaines lipidiques, notamment le taux de GM1 (un sphingolipide associé 
aux radeaux lipidiques), pourrait être associée au phénomène de résistance (256). 
L’équipe de RP. Taylor a montré que le traitement au RTX des cellules de lymphome du 
manteau ou de LLC entraînait une importante perte du CD20 à la surface des LB circulants. 
Une telle modulation antigénique est compromettante pour l’efficacité thérapeutique. En fait, 
il se produit un « arrachement » du complexe CD20/RTX par les monocytes par un 
mécanisme dit de « shaving ». Les monocytes vont détecter ces complexes immuns via leur 
récepteur FcγRI qui va fixer le RTX. (257). Ce « shaving » induit la perte complète de la 
majorité du RTX sur les cellules B. Les monocytes sont capables « d’arracher » ces 
complexes immuns sans détruire la cellule porteuse par un mécanisme actif de type 
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trogocytose. De plus, il semblerait que ce mécanisme de résistance se produise également 
avec des AcMo de type II (258). 
 
Les mécanismes généraux d’action des AcMo sont globalement connus mais il reste toutefois 
de nombreux champs d’investigation. Etudier les AcMo et leurs effets reste un sujet 
incontournable. Cependant il est important lors des études précliniques de se rapprocher le 
plus possible du contexte physiopathologique. Ainsi, les modèles d’étude in vitro se doivent 
d’être relevants de la tumeur, dont la caractéristique principale est une structuration en 3D. 
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IV- LES CULTURES CELLULAIRES EN TROIS DIMENSIONS 
 
Les premières cultures cellulaires en trois dimensions (3D) utilisées en recherche préclinique 
datent des années 70. Des radio-biologistes ont essayé de trouver un modèle in vitro mimant 
le plus possible l’architecture tumorale. Ils ont ainsi utilisé des modèles de culture 3D appelés 
sphéroïdes pour étudier les réponses cellulaires aux thérapies anti-cancéreuses (259). Les 
modèles 3D apparaissent comme un bon système d’étude in vitro, beaucoup plus relevant que 
les cultures monocouches ou en suspension. 
Cette relevance, notamment par rapport à l’étude des mécanismes d’action des AcMo, est 
confirmée par des travaux menés par l’équipe de Ries. Cette équipe a étudié les mécanismes 
d’action du Trastuzumab (ou Herceptine, AcMo humanisé anti-HER2 (Human Epidermal 
growth factor Receptor 2) dans le cancer du sein. Pour cela, ils ont comparé des cultures en 
2D et 3D de cellules de cancer du sein et ont observé que la culture en 3D reflète mieux 
certains aspects de la signalisation HER2 observés in vivo. Le type de culture influence ainsi 
la réponse au Trastuzumab (260).  
Il est important de sélectionner un modèle de culture le plus relevant possible de la pathologie 




La croissance in vitro des cellules tumorales en 3D a permis d’importantes avancées dans la 
compréhension de la biologie tumorale. Ainsi, de nombreux modèles de culture en 3D ont été 
développés et sont identifiés par diverses appellations. La plus courante reste le terme 
« sphéroïde », mais un autre terme est régulièrement utilisé: MC(T)S (MultiCellular (Tumor) 
Spheroid). Il existe plusieurs modèles de culture 3D (Table 5), les MCTS ou sphéroïdes étant 
les plus utilisés (261). 
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Table 5: Différents types de culture en 3D utilisés en recherche. 
Descriptions des différents types de modèles de culture en 3D (261). 
 
Les MCL (Multicellular layer ou Cellular Multilayer) sont un système de multicouches 
cellulaires qui, placé au dessus d’une membrane poreuse permet d’étudier la diffusion des 
drogues (262). Tannock et ses collaborateurs ont travaillé sur ce modèle dans les années 2000 
afin d’étudier la pénétration des drogues à travers un tissu tumoral. Ils ont ainsi montré que la 
matrice extracellulaire (MEC) gêne la diffusion des drogues telle que la gemcitabine. Ils ont 
observé la présence de protéines de la MEC, telles que la laminine et le collagène, dans leur 
modèle. Les niveaux d’expression sont certes différents entre le MCL et les tumeurs relatives, 
mais cela explique la faible pénétration des drogues dans le modèle de culture. Ces 
observations confirment la relevance et la pertinence d’un tel modèle notamment dans l’étude 
de la biodiffusion des agents thérapeutiques (263). 
La MEC contribue à la rigidité de la tumeur et cela va influencer, entre autres, la 
différenciation ou encore la prolifération des cellules (264). Des approches expérimentales 
utilisant la MEC dans les cultures en 3D ont été développées. On peut citer notamment les 
travaux de Gudjonsson et ses collaborateurs qui ont inclus des cellules de l’épithélium 
mammaire dans un milieu riche en MEC (collagène, Matrigel®). Ce modèle de culture 3D 
leur a permis d’étudier in vitro l’activité fonctionnelle des cellules tumorales dans un 
environnement reflétant celui dans lequel elles se développent in vivo. Les expériences 
réalisées lors de ces travaux leur ont permis de montrer que la production de laminine-1 par 
les cellules épithéliales mammaires influençait leur capacité à former des structures « acinus-
like ». Les cellules tumorales correspondantes quant à elles, génèrent des colonies 
désorganisées avec une moindre production de laminine-1. Ces travaux montrent l’importance 
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de recréer un environnement mimant au mieux celui établi in vivo afin d’étudier la 
physiologie des cellules d’intérêt (265). 
Le modèle de bioréacteur cité dans la table 5 est peu utilisé dans le monde de la cancérologie 
car il reste très spécifique de l’étude du métabolisme cellulaire. Il permet de modéliser des 
organes artificiels et de mimer un système de perfusion grâce à un réseau de capillaires 
artificiels (266, 267). 
Enfin, les cultures ex vivo sont également un modèle de culture 3D largement décrit dans la 
littérature. Elles proviennent de la mise en culture de fragments cellulaires issus de biopsies 
de tissus sains ou tumoraux. L’avantage de ce système est de pouvoir prendre en compte les 
caractéristiques intrinsèques des cellules tumorales et également les variabilités inter-
individuelles. Ce modèle semble idéal pour étudier notamment les phénomènes de résistance 
aux drogues comme le montre l’étude menée par l’équipe de P. Nyren. Ils ont effectué des 
tests de chimiosensibilité sur des cultures ex vivo provenant de patients atteints de cancers 
métastatiques. Pour cela, ils ont utilisé l’approche FMCA (Fluorometric Microculture 
Cytotoxicity Assay) basée sur l’incorporation d’une sonde fluorescente qui est clivée dans les 
cellules vivantes. Cette étude montre le potentiel de ce modèle pour évaluer la sensibilité des 
patients aux agents chimiothérapeutiques (268). Cette méthodologie a été utilisée dans le 
cadre d’hémopathies malignes, plus particulièrement pour la LAL, et il a été démontré que les 
drogues les plus efficaces dans les cultures ex vivo sont celles qui, une fois administrées aux 
patients, confèrent le meilleur avantage de survie (269). 
 
Ce paragraphe nous a permis d’examiner de manière non exhaustive différents systèmes de 
culture en 3D. Nous allons maintenant nous focaliser sur les sphéroïdes et leurs 
caractéristiques intrinsèques. 
 
2- Les sphéroïdes, des copies de microrégions tumorales 
 
Les sphéroïdes sont des reproductions in vitro en 3D de microrégions tumorales ou de sites 
métastatiques avascularisés (Figure 37). 
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Figure 37: Analogies entre sphéroïde et microrégion tumorale. 
a. Microrégion tumorale avec vascularisation anarchique et architecture tissulaire irrégulière. b. 
Sphéroïde avec une géométrie sphérique et plusieurs couches de cellules encourant un cœur nécrotique 
(270). 
 
L’homéostasie d’un tissu est maintenue par un réseau de communication en 3D qui permet les 
interactions cellule - cellule ou cellule - MEC. Les sphéroïdes rétablissent ces interactions 
physiologiques et miment ainsi, contrairement aux cultures classiques en 2D, la réalité 
tissulaire (271, 272). 
 
a) Caractéristiques physiques 
 
Les sphéroïdes miment les caractéristiques fonctionnelles et histomorphologiques des tissus. 
Un des avantages majeurs de ces sphéroïdes est la géométrie bien définie avec un 
arrangement concentrique de cellules aux caractéristiques différentes. Cela montre 
l’émergence d’une hétérogénéité cellulaire, ce qui est une propriété inhérente de la plupart des 
tumeurs solides (270).  
Plusieurs études ont montré la mise en place, au sein des sphéroïdes, de différents gradients 
qui reproduisent l’éloignement des vaisseaux sanguins dans les tumeurs. 
Quand on analyse une tumeur, on observe des gradients de métabolites fondamentaux 
(oxygène, glucose, lactate, facteurs de croissance) dus à l’éloignement des vaisseaux 
sanguins. Un gradient de prolifération cellulaire est également présent. En effet, en périphérie 
tumorale on trouve des cellules proliférantes puis en allant vers le cœur de la tumeur, les 
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cellules deviennent quiescentes puis nécrotiques (Figure 38). Ce gradient de prolifération est 
probablement causé par la carence en métabolites (273). 
 
Figure 38: Gradients observés dans une microrégion tumorale avec l’éloignement des 
vaisseaux sanguins. 
Schéma montrant les facteurs qui contribuent au développement de microrégions cellulaires 
hétérogènes au sein d’une tumeur. P: Prolifération, Q: Quiescence et N: Nécrose adapté de (273). 
 
Les sphéroïdes sont des systèmes avascularisés mais qui « baignent » dans du milieu 
contenant les métabolites fondamentaux. On retrouve également un gradient dans la 
distribution de l’oxygène avec une phénomène d’hypoxie au centre de la structure (274). De 
la même manière, au centre du sphéroïde, le glucose est peu disponible et on note une 
accumulation de déchets métaboliques tels que le lactate. Ces gradients de métabolites vont 
influencer la prolifération des cellules qui diminue de la périphérie vers le cœur (275). Au 
final, l’accumulation de tous ces phénomènes peut entraîner, au-delà d’un diamètre de 
500µm, l’apparition d’un cœur nécrotique (270). 
Les gradients existants dans les sphéroïdes (Figure 39) sont semblables à ceux observés dans 
les tumeurs in vivo. Ces données prouvent la relevance de l’utilisation des sphéroïdes dans la 
recherche en cancérologie. 
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Figure 39: Gradients physiques au sein d’un sphéroïde. 
Répartition concentrique de divers paramètres tels que la prolifération, la mort cellulaire et la 
distribution des métabolites (275).  
 
Il est également important de souligner que plusieurs études ont mis en évidence la présence 
de protéines de la MEC au sein des sphéroïdes. Parmi ces protéines on trouve la fibronectine, 
la laminine ou encore le collagène (276, 277). Les sphéroïdes miment également le profil 
d’expression des intégrines que l’on observe in situ (278). Les cultures 3D, comparées aux 
cultures 2D, sont des modèles de culture reproduisant mieux les fonctions et les 
comportements cellulaires observés in situ.  
D’autres aspects de la physiopathologie peuvent être reproduits en utilisant les sphéroïdes. En 
effet, il est possible d’étendre ce modèle à un système cellulaire hétérologue. Prenons 
l’exemple des travaux de l’équipe de Kreutz dans lesquels des fibroblastes ou des monocytes 
ont été introduits avec les cellules tumorales. Ils montrent que les monocytes sont capables 
d’infiltrer le sphéroïde et que ce modèle peut également être utilisé pour étudier les 
interactions entre les cellules tumorales et les cellules immunitaires (279).  
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b) Un modèle idéal pour des études précliniques 
 
La chimiorésistance des tumeurs a longtemps été imputée à la présence, voire à la sélection, 
de cellules résistantes au sein d’une tumeur. Mais ce n’est pas le seul facteur responsable de 
cette chimiorésistance. En effet, la physiologie tumorale, le micro-environnement mais 
également la structuration 3D sont des facteurs influençant fortement la sensibilité des 
cellules aux agents thérapeutiques (280). 
Dans les tumeurs solides, la faible organisation du réseau vasculaire a pour conséquence une 
distribution limitée de l’oxygène et des nutriments. Il existe au moins trois facteurs pouvant 
expliquer que les cellules distantes des vaisseaux sanguins soient résistantes aux agents 
conventionnels de chimiothérapie (Figure 40). Tout d’abord, la plupart des agents anti-
cancéreux agissent sur des cellules cyclantes, donc les cellules pas ou peu proliférantes seront 
résistantes à ces agents. Deuxièmement, certaines drogues sont moins efficaces dans des 
zones hypoxiques, acides ou appauvries en nutriments. Enfin, les cellules éloignées des 
vaisseaux sont exposées à des concentrations en drogues bien plus faibles (281). 
 
Figure 40: Raisons potentielles expliquant la résistance des cellules distantes des 
vaisseaux sanguins. 
Représentation schématique des gradients expliquant la résistance des cellules en fonction de 
l’éloignement des vaisseaux (281). 
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Comme nous l’avons vu précédemment (§ IV-2-a), ce schéma est retrouvé au sein des 
sphéroïdes. Cela est un premier argument quant à la relevance de ce modèle pour des études 
précliniques.  
 
Au sein d’un tissu, les cellules interagissent avec les cellules voisines et également avec les 
protéines de la MEC via des signaux biochimiques et mécaniques. Les interactions cellule – 
cellule et cellule – MEC permettent la mise en place d’un réseau de communication en 3D qui 
maintient la spécificité et l’homéostasie tissulaire (271). M. Bissel et ses collaborateurs ont 
montré que ces interactions participent à l’intégrité fonctionnelle en régulant des processus 
cellulaires clés tels que l’apoptose, la prolifération ou encore la migration. In situ, tous ces 
paramètres vont participer à la résistance des cellules tumorales aux agents thérapeutiques 
(282). Les cultures en 3D reproduisent ces interactions physiologiques et miment ainsi 
beaucoup mieux le comportement tissulaire face aux agents thérapeutiques que les cultures 
cellulaires classiques en 2D. En effet, Weaver et ses collaborateurs ont montré que cette 
MEC, et plus précisément l’intégrine β4, était responsable dans les cultures 3D de la 
résistance à l’apoptose induite par Fas, TRAIL ou encore l’étoposide (283). Cette même 
équipe a montré que, dans des cultures 3D de cellules mammaires, la résistance vis-à-vis de 
deux AcMo (Trastuzumab et Pertuzumab) était dépendante des interactions cellule – MEC. 
En effet, l’utilisation d’un Ac inhibiteur de l’intégrine β1 diminue la résistance observée vis-
à-vis de ces AcMo (284). 
La MEC, qui semble jouer un rôle fondamental dans la résistance des tumeurs aux agents 
thérapeutiques, peut aussi être une barrière physique prévenant une infiltration immunitaire. 
En effet, les propriétés physiques et biochimiques de la MEC peuvent moduler les effets des 
lymphocytes vis-à-vis de la tumeur. Une forte densité matricielle peut empêcher l’infiltration 
lymphocytaire au sein de la tumeur (285). 
Les sphéroïdes contenant de la MEC pourraient donc être utilisés pour des études précliniques 
impliquant les cellules immunitaires. 
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3- Multicellular Aggregates of Lymphoma Cells  
 
Tous les sphéroïdes décrits dans la littérature ont été obtenus à partir de cellules adhérentes, 
en particulier avec des cellules épithéliales ou carcinomateuses. Il n’existe pas dans la 
littérature un modèle de culture 3D pour le LF. C’est pourquoi C. Jean et G. Laurent ont 
développé, dans notre équipe, un tel modèle appelé MALC (Multicellular Aggregate of 
Lymphoma Cells). 
 
Les lignées cellulaires de LF sont des cellules en suspension. Le protocole mis en place pour 
obtenir les MALC est une adaptation de trois approches déjà existantes dans la littérature. 
Premièrement, l’adaptation principale est celle de la technique de la goutte inversée. Ensuite, 
vient l’ajout de matrice exogène pour forcer l’agrégation cellulaire. Enfin, le revêtement du 
fond des plaques de culture avec des substances empêchant l’adhésion des cellules au support 
de culture. 
Ainsi, une suspension cellulaire est préparée à partir de 10 000 cellules RL (lignée cellulaire 
de LF) contenant un agent gélifiant (méthylcellulose) qui va promouvoir les interactions 
intercellulaires. Cette suspension est déposée sous forme de goutte sur le couvercle d’une 
plaque de culture qui est ensuite retourné sur une plaque contenant du milieu de culture. Le 
lendemain, les agrégats néoformés sont transférés dans les plaques contenant de l’agarose 
(4%). Après ce transfert, on obtient des structures 3D, les MALC, comme on peut le voir sur 
la reconstruction d’une image acquise au biphoton (Figure 41).  
Ce système, relativement simple à obtenir, permet de disposer d’un modèle de culture 3D à 
long terme. Moins onéreux et moins contraignant que les xénogreffes, il permet de se 
rapprocher in vitro de la structuration tumorale. 
Introduction – Chapitre IV 
Doctorat de l’Université de Toulouse 
 Page 98 
 
 
Figure 41: Méthodologie d’obtention des MALC. 
Etapes permettant l’obtention des MALC avec reconstruction 3D d’un MALC au premier jour de 
culture. 
 
Ce modèle offre plusieurs avantages pour étudier la biologie des cellules lymphomateuses ou 
de nouveaux agents thérapeutiques dans le cadre du LF tout en étant plus relevant de la 
pathologie que la culture cellulaire classique en 2D.  
Ainsi, dans un travail récent réalisé dans le laboratoire, des transcriptomes comparatifs entre 
les cellules provenant d’une culture 2D, celles provenant des MALC et celles provenant de 
banques de patients de LF ont permis de mettre en évidence quatre familles fonctionnelles 
significativement augmentées dans les MALC (en révision à American Journal of Pathology). 
Il s’agit des gènes impliqués dans la réponse à l’hypoxie, la cascade de signalisation de 
NFκB, la régulation du cycle cellulaire et la régulation négative de l’apoptose. Il est important 
de souligner que la signature moléculaire des MALC est caractéristique de celle des patients 
atteints de LF. La culture en 3D induit des phénomènes d’hypoxie se traduisant par une 
augmentation de l’expression d’HIF1α et de la sécrétion de VEGF (Vascular Endothelial 
Growth Factor). L’expression d’HIF1α est également détectée dans des coupes de ganglions 












Introduction – Chapitre IV 
Doctorat de l’Université de Toulouse 
 Page 99 
 
LF. La voie pro-survie NFκB est suractivée dans les MALC via l’augmentation de la 
phosphorylation de p65 en S536. Au sein des MALC, il a été observé un fort ralentissement 
de la prolifération avec une entrée progressive des cellules en quiescence. Le ralentissement 
de la prolifération est dû à un blocage au niveau de la transition G1/S du cycle cellulaire. Ce 
blocage peut être dû à une régulation négative de CDC25A tant au niveau transcriptionnel que 
protéique. Mais l’entrée en quiescence des cellules semble plus expliquer ce blocage. Cette 
dernière observation est intéressante puisqu’elle reflète bien le phénotype des cellules observé 
dans les échantillons de patients. Cette sortie de cycle de ces cellules est corrélée à une 
augmentation de l’expression de deux protéines connues pour favoriser l’entrée des cellules 
en quiescence: p27-Kip1 et p21-Cip1. De façon intéressante, il a été montré après tri au sein 
des MALC, que les cellules quiescentes sont plus résistantes aux anthracyclines et aux agents 
alkylants que les cellules cyclantes. Une fois remises en culture, ces cellules retrouvent leurs 
capacités de prolifération tout en conservant leur capacité de résistance vis-à-vis des agents 
thérapeutiques ciblant les cellules en prolifération (Article annexe 2).  
Enfin, le transcriptome des cellules quiescentes, comparativement aux cellules cyclantes, a été 
caractérisé. Il est intéressant de noter que plusieurs gènes appartenant à la famille « réponse à 
l’hypoxie » (tel que VEGF) sont régulés positivement dans les cellules quiescentes. Ces 
données sont favorables quant à l’hypothèse que l’hypoxie contribue au caractère quiescent 
des cellules de LF. Cependant, afin d’approfondir l’étude de cette sous-population quiescente 
et de la comparer aux échantillons provenant de biopsies de LF. 
 
L’étude réalisée sur les modèles 3D a permis donc de montrer l’importance de la structuration 
spatiale dans la biologie des cellules de LF. De nombreuses caractéristiques physiques 
décrites dans la littérature pour les sphéroïdes sont retrouvées ici dans les MALC. De plus, les 
nombreuses homologies entre les cellules de MALC et celles obtenues à partir des patients 
atteints de lymphome montrent la relevance de ce nouveau modèle dans les études 
précliniques dans le LF. 
Une autre étude menée dans notre équipe a discuté du potentiel des cellules de MALC à 
résister aux cellules NK. Ainsi, les capacités intrinsèques des cellules liées à leur organisation 
3D rendraient les cellules plus résistantes à la lyse par les cellules NK (286). 
 
Introduction – Chapitre IV 
Doctorat de l’Université de Toulouse 
 Page 100 
 
Les modèles de culture 3D semblent être les modèles in vitro les plus relevants des tumeurs, et 
donc les plus adéquats pour les études précliniques, notamment celles analysant les effets des 
AcMo. C’est dans ce contexte que ce sont déroulés mes travaux de thèse dont les résultats 
seront présentés dans la suite de ce manuscrit. 
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Objectifs du travail 
 
Le LF est le 2ème type de LNH le plus fréquent. Cette pathologie est due à l’accumulation de 
cellules B dans le CG des ganglions lymphatiques. Ces cellules sont caractérisées par la 
surexpression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 engendrée par la translocation t(14;18). Le 
LF est une pathologie incurable malgré les nombreuses stratégies thérapeutiques existantes. 
L’apparition des AcMo anti-CD20 a révolutionné les traitements, notamment avec le 
développement du RTX. Pour pallier les phénomènes de résistance et grâce aux progrès de 
l’ingénierie, des AcMo anti-CD20 de nouvelle génération ont été développés, tels que 
l’Obinutuzumab (GA101). 
L’objectif principal de mon projet de thèse est de comparer les mécanismes d’action de ces 
deux AcMo. Pour cela, il est important de disposer d’un modèle d’étude relevant de la 
pathologie. Ce modèle, appelé MALC est adapté de la technique de la goutte renversée. Il 
nous permet d’obtenir des structures 3D sur lesquelles nous étudions les effets du RTX et du 
GA101. 
Le premier objectif est d’étudier les effets directs des deux AcMo sur les MALC. Pour cela, 
nous avons étudié les différents mécanismes mis en jeu dans la déplétion des cellules B 
tumorales et comparé leurs efficacités. 
Dans un deuxième temps, nous avons étudié les effets indirects du RTX et du GA101. On 
dénote trois mécanismes impliqués dans les effets indirects des AcMo. Parmi ces trois là, 
nous avons principalement analysé le phénomène d’ADCC. En système décomplémenté, des 
cellules NK ont été mises en contact avec des MALC et nous avons ensuite analysé les deux 
partenaires cellulaires afin de déterminer les mécanismes moléculaires mis en jeu. 
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I- EFFETS DIRECTS 
 
Comme détaillé dans la partie introductive de ce manuscrit, les AcMo agissent, entre autres, 
de manière directe sur les cellules tumorales en induisant principalement de l’apoptose et/ou 
de l’inhibition de prolifération ou de survie. Les études qui ont permis de caractériser les 
mécanismes d’action directs ont été réalisées à partir de cultures cellulaires en 2D. Or, nous 
avons vu que la structuration 3D influençait la réponse aux agents thérapeutiques et 
notamment aux AcMo (260, 287). De plus, les données concernant les mécanismes d’action 
du GA101 sont encore peu nombreuses et les expériences n’ont encore jamais été menées 
dans un contexte de culture en 3D. 
Ainsi, nous avons déterminé la nature des effets directs du RTX et du GA101 dans le modèle 
de culture en 3D de LF, les MALC. Pour cela, nous avons traités les MALC dès la goutte puis 
tous les cinq jours jusqu’à 20 jours de culture (dans le but de se rapprocher le plus possible 
des protocoles cliniques). Les MALC ont été prélevés et analysés aux jours 5, 10 et 20.  
Afin de prouver la relevance de ce modèle, certaines expériences ont également été réalisées 
en parallèle sur des xénogreffes et sur des cellules RL cultivées de manière classique en 2D. 
Avant de détailler les résultats obtenus sur l’effet des AcMo dans des modèles en 3D, il est 
important de s’attarder ici sur une technique innovante de cytométrie en flux: le fluorescent 
cell barcoding. 
 
1- Principe du fluorescent cell barcoding 
 
Le Fluorescent cell barcoding (FCB) est une technique innovante développée par Krutzik et 
ses collaborateurs pour laquelle j’ai été formée en 2011 au sein de l’équipe de Gary Nolan à 
Stanford. Cette technique permet de réaliser des études multiparamétriques en cytométrie en 
flux même pour des populations rares. Le FCB consiste à attribuer un « code-barre » 
fluorescent à chacune des conditions expérimentales (traitements, types cellulaires, cinétique) 
puis de les combiner en un seul tube pour réaliser un seul marquage et une seule acquisition 
au cytomètre (Figure 42) (288). 
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Figure 42: Etapes de la technique du fluorescent cell barcoding. 
Exemple pour une expérience avec 4 échantillons. 
 
Un des principaux avantages du FCB est d’atténuer les variations inter-échantillons. En effet, 
tous les échantillons sont manipulés en même temps ce qui annihile par exemple les variations 
de volume ou encore les différences temporelles De plus, cela permet de minimiser la 
consommation de réactifs et d’optimiser le temps d’acquisition tout en augmentant la 
précision des résultats.  
En 2006, Krutzik et Nolan publient le FCB comme une technique permettant d’allier haut 
débit et analyses fiables (289). Cette technique est très utilisée pour l’analyse de marquages 
membranaires, de cytokines intracellulaires mais également de phosho-protéines. Pour 
illustrer cette technique, on peut citer une étude menée par J. Irish et ses collaborateurs en 
2010 dans laquelle ils mettent en évidence une sous-population dite LNP (Lymphoma 
Negative Pronostic) caractérisée par une insensibilité du BCR (290). Mettre en évidence cette 
sous-population a impliqué de travailler sur de faibles quantités de matériel biologique. En 
même temps, il leur a fallu tester de nombreuses voies de signalisation sur cette sous-
population afin de déterminer une signature moléculaire caractéristique.  
Les analyses de ce type d’expériences sont réalisées grâce au logiciel Cytobank développé au 
sein de cette même équipe par Nikesh Kotesha. Facile et rapide, ce logiciel permet, outre 
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l’analyse, le stockage et/ou le partage de données depuis n’importe quel ordinateur grâce à 
une simple connexion internet et ce, de façon gratuite.  
 
Ainsi, à titre d’exemple d’utilisation du FCB, nous avons comparé les signaux induits après 
activation du TCR des lymphocytes T Vγ9Vδ2.  
Les lymphocytes T Vγ9Vδ2 sont des lymphocytes T exprimant un TCR γδ. Ils peuvent réagir 
rapidement et localement sans passer par un organe lymphoïde secondaire pour s’activer. Les 
lymphocytes T Vγ9Vδ2 ont un rôle très important dans l’immunité anti-tumorale notamment 
grâce à leurs fonctions cytotoxiques et de sécrétion de cytokines. Ils sont dits « non 
conventionnels » et reconnaissent des antigènes très conservés (291), non peptidiques 
(naturels ou de synthèse) de faible masse moléculaire appelés phosphoantigènes (PAg) (292). 
Le PAg synthétique le plus puissant dont on dispose actuellement est le Bromohydrine 
pyrophosphate ou BrHPP (293).  
Par ailleurs, une étude récente a identifié la protéine CD277/ butyrophiline-3A (BTN3A) 
comme un nouveau stimulus spécifique des lymphocytes T Vγ9Vδ2 (294, 295). BTN3A est 
une protéine membranaire qui, suite aux interactions cellule – cellule, peut contribuer à 
l’activation des lymphocytes T. De plus, BTN3A a été montré comme entraînant une réponse 
des lymphocytes T Vγ9Vδ2, hautement spécifiques des PAgs. En revanche, il n’a pas encore 
été déterminé si BTN3A est un ligand direct du TCR, une molécule présentant des PAgs ou 
encore un co-récepteur spécifique.  
Ainsi, nous avons analysé, par la technique du FCB, les signaux intracellulaires induits par 
ces deux types de stimulation spécifique (BrHPP ou BTN3A) des lymphocytes T Vγ9Vδ2 
afin d’apporter de nouvelles données quant à l’identification des mécanismes d’action de ces 
deux agents. 
 
Ces travaux font l’objet d’un article soumis à Journal of Immunology (article 1). 
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Outre le message concernant les mécanismes d’action du BrHPP et de l’AcMo anti-BTN3A, 
cette étude nous a permis de valider la technique du FCB en réalisant les marquages de façon 
simultanée à tous les temps de stimulation. En effet, ici, à chaque temps de stimulation a été 
attribué un « code-barre » fluorescent. Ainsi cette technique représente un gain de temps lors 
de l’expérimentation mais apporte surtout une homogénéité de marquage entre les différentes 
conditions. 
Au final, le FCB ainsi que le logiciel Cytobank sont deux outils facilitant la vie des 
cytométristes en terme de gain de temps, d’économie de réactifs et d’augmentation de la 
qualité des expériences et de leurs analyses. Cette technique a également été utilisée dans la 
suite de mes travaux. 
 
Nous montrons ainsi que les deux agents activateurs induisent des évènements similaires 
concernant la cascade de signalisation en aval du TCR impliquant ZAP70, PLCγ2, Akt, NFκB 
p65, MAPK p38 et Erk. La seule différence réside dans les cinétiques respectives 
d’activation. Les évènements induits par le BrHPP et l’Ac anti-BTN3A débutent aux mêmes 
moments mais les signaux activés par l’Ac anti-BTN3A semblent s’arrêter plus tôt que ceux 
provenant de la stimulation au BrHPP. 
Cette étude plaide en faveur d’un modèle qui positionne les PAgs et BTN3A dans le même 
processus de reconnaissance moléculaire aboutissant à la transduction d’un signal TCR dans 
les lymphocytes T Vγ9Vδ2. 
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2- Déplétion directe des cellules B par le RTX et le GA101 
 
Le RTX est un AcMo utilisé comme traitement standard dans le traitement des LF. Ses 
mécanismes d’action ont été étudiés depuis de nombreuses années. De nombreuses études ont 
permis de connaître ses effets biologiques mais également de comprendre les mécanismes de 
résistance mis en place par les cellules tumorales. Le LF étant une pathologie incurable, le 
GA101 a été développé dans le but d’augmenter l’efficacité de cette stratégie 
d’immunothérapie et de pallier les mécanismes de résistance.  
Afin de développer de nouvelles stratégies ou améliorer celles déjà existantes, il est nécessaire 
de bien comprendre les mécanismes d’action des agents thérapeutiques in vitro. Plusieurs 
équipes ont comparé les mécanismes d’action de ces deux AcMo. Il en ressort que le RTX et 
le GA101 présentent des caractéristiques des AcMo de type I et de type II respectivement. En 
effet, le RTX induit une relocalisation du CD20 dans les radeaux lipidiques, tandis que le 
GA101 entraîne une agrégation homotypique (195). Ces deux AcMo sont capables d’induire 
la mort des cellules tumorales de manière directe notamment par apoptose mais également, 
pour le GA101, par une mort lysosomale caspase-indépendante. Toutes les études in vitro ont 
été réalisées dans des modèles de culture cellulaire classique en 2D.  
Le rôle de la masse tumorale dans l’efficacité thérapeutique a été de longue date étudié dans 
les tumeurs solides mais très peu dans les hémopathies malignes. Pourtant, il a été récemment 
montré que celle-ci influence la réponse aux traitements dans les LF (252, 287). 
Afin de nous rapprocher de la physiopathologie, nous avons étudié les mécanismes d’action 
du RTX et du GA101 dans les MALC, un modèle de culture 3D de cellules de LF plus 
relevant en terme de signature génomique et d’architecture spatiale (Gravelle et al., en 
révision).  
Ainsi, nous avons traité les MALC dès la goutte puis tous les cinq jours pendant 20 jours. 
Nous avons essayé de nous rapprocher autant que possible du traitement effectué en clinique 
(une injection par semaine pendant quatre semaines). Les MALC ont été analysés à 5, 10 et 
20 jours de culture. Toutes les expériences présentées dans l’article ont été réalisées avec des 
cellules RL mais également avec des cellules DEAU (lignée de DLBCL) et Raji (lignée de 
lymphome de Burkitt) afin de ne pas restreindre le modèle et l’étude à une seule lignée 
cellulaire. Pour prouver la relevance de ce modèle in vitro, certains résultats seront comparés 
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à ceux obtenus in vivo avec des xénogreffes de cellules RL dans des souris SCID-beige, ou à 
des biopsies de patients grâce à notre collaboration avec le Dr. C. Laurent (Service 
d’Anatomie et cytologie pathologiques, CHU Purpan, Toulouse). Certaines expériences ont 
également été réalisées avec des cultures cellulaires classiques en 2D. 
Ainsi, nous avons dans un premier temps, analysé l’impact des AcMo sur la croissance des 
MALC. Suite à cela, nous avons déterminé le type de mort cellulaire induite par le RTX et la 
GA101 et l’impact de ces deux AcMo sur les voies de signalisation que l’on sait suractivées 
dans le LF. Enfin, nous avons évalué si les AcMo étaient capables de sensibiliser les MALC 
aux agents chimiothérapeutiques. 
Ces travaux font l’objet d’un article accepté à Blood Cancer Journal (article 2). 
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Durant ce travail, nous avons prouvé la relevance de notre modèle d’étude par rapport à une 
culture cellulaire classique en 2D. En effet, les résultats observés avec les AcMo reflètent 
ceux observés in vivo avec les xénogreffes dans les souris SCID-beige et sont supérieurs à 
ceux observés dans un système de culture 2D. De plus, dans le modèle de culture 3D, les 
cellules mettent en place des signaux de survie et supportent l’hyperdensité cellulaire, 
reflétant la physiologie tumorale, contrairement aux cellules cultivées en 2D. L’accumulation 
de protéines de la MEC telles que la fibronectine, la vitronectine, la laminine ou encore le 
collagène, tel qu’il est observé dans les biopsies de patients, est un argument de plus pour 
appuyer la relevance de ce modèle pour des études précliniques. 
Le RTX et le GA101 inhibent la croissance des MALC et ont un impact sur leur morphologie. 
En effet, le GA101 induit une plus forte inhibition de croissance et semble entraîner la 
désintégration des couches périphériques du MALC. Pour expliquer cette inhibition de 
croissance, deux hypothèses peuvent être envisagées: 1) une inhibition de la prolifération, 2) 
une augmentation de la mort cellulaire. Afin de tester la 1ère hypothèse, nous avons analysé la 
distribution des cellules dans les phases du cycle cellulaire, et l’expression des cyclines A, B 
et D1 qui sont des régulateurs des points de contrôle, respectivement pour les phases S, G2/M 
et G0/G1. Nous n’avons mis en évidence aucune modification de la prolifération cellulaire 
induite par les AcMo (données non montrées). La 2ème hypothèse est apparue comme étant 
celle pouvant expliquer la forte inhibition de croissance. En effet, nous montrons que le RTX 
et le GA101 induisent l’apoptose des cellules du MALC, et ce de manière équivalente. 
Récemment il a été montré que la cytométrie en flux pouvait induire un contresens dans 
l’analyse de la mort cellulaire induite par les AcMo, notamment ceux de type II qui induisent 
une agrégation homotypique. En effet, les larges agrégats pouvant contenir jusqu’à 100 
cellules sont probablement exclus des analyses de cytométrie parce qu’ils n’entrent pas dans 
la fenêtre de morphologie. En revanche, il y a un enrichissement en cellules mortes dans la 
fenêtre des singulets car l’agrégation est un processus demandant de l’énergie et se produisant 
donc uniquement dans les cellules vivantes (296). Ainsi, afin d’éviter d’éventuels artefacts et 
une mauvaise interprétation des résultats en cytométrie en flux, l’induction d’apoptose a été 
confirmée par Western-blot avec le clivage de la caspase 3 et de PARP (Poly (ADP-Ribose) 
Polymérase). Par ailleurs, nous avons évalué l’apoptose sur des MALC entiers grâce à un 
marquage caspase 3 active. Nous avons ainsi pu observer que les deux AcMo induisent 
l’apoptose de façon équivalente. Afin d’expliquer l’effet supplémentaire observé avec le 
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GA101 sur le volume des MALC, nous avons cherché à déterminer s’il existait d’autres effets 
induits par les AcMo. 
En plus de l’apoptose, le GA101 est capable d’induire deux autres types de mort cellulaire, 
que sont la mort lysosomale et la sénescence. L’induction de mort lysosomale avait déjà été 
décrite pour les AcMo de type II, nos résultats confirment cela dans un modèle en 3D relevant 
de la pathologie. Par contre, nous mettons en évidence un nouveau mode d’action des AcMo 
de type II, à savoir la sénescence. En revanche, l’intérêt de la sénescence dans les thérapies 
anti-cancéreuses reste controversé car les conséquences de ce processus physiologique 
peuvent être de bon ou de mauvais pronostic. Dans le cadre de notre étude, aux vues des effets 
du GA101 sur les MALC, il semble que la TIS ait une action anti-tumorale. 
Par ailleurs, une étude a montré que le RTX était capable d’induire de l’autophagie dans des 
lignées cellulaires de lymphome de Burkitt (297). Ainsi, nous avons cherché à déterminer si 
les AcMo étaient capables d’induire, après différents temps de traitement, un mécanisme 
d’autophagie. Par conséquent, en réalisant des Western-blot et des protéines micro-array 
ciblant l’expression des protéines impliquées dans l’autophagie, telles que Atg, becline ou 
LC3, nous n’avons pas pu mettre en évidence d’autophagie par les AcMo, et ce quelque soit 
le temps de traitement. 
Plusieurs études ont montré que les cellules de LF présentaient une suractivation de plusieurs 
protéines telles que Syk, Akt, PLCγ2 ou encore p70S6K (61, 62). Nous avons voulu étudier 
l’impact des AcMo sur ces voies de signalisation dans les MALC. Pour cela, nous avons 
utilisé la technique du FCB afin de minimiser les variations inter-échantillons et d’augmenter 
la précision des résultats. Grâce au FCB, nous avons observé que le GA101 inhibe l’activation 
de toutes ces kinases alors que le RTX inhibe seulement celle de p70S6K par un mécanisme 
encore non identifié. 
Des études ont montré que le RTX et le GA101 induisent une chimio-sensibilisation en 2D 
(196, 298). Ainsi, nous avons voulu déterminer si ce phénomène pouvait se retrouver dans les 
MALC. Pour cela, nous avons testé la sensibilité des MALC, traités ou non avec les AcMo, à 
la rapamycine, la bendamustine ou la doxorubicine. Nous n’avons pas observé de 
sensibilisation avec la bendamustine, ni avec la doxorubicine. L’explication la plus probante 
est que ces agents chimiothérapeutiques agissent sur des cellules cyclantes. Or, au cours de 
nos expériences, nous avons vu un fort ralentissement du cycle cellulaire dans les MALC, 
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avec une entrée des cellules en quiescence (données non montrées). De plus, les travaux 
réalisés dans notre équipe ont montré un phénomène d’hypoxie au sein des MALC et il a été 
montré dans les années 1990 que l’hypoxie pouvait rendre les cellules résistantes à la 
doxorubicine (299). En revanche, nous avons pu mettre en évidence une sensibilisation à la 
rapamycine. La première hypothèse permettant d’expliquer ce résultat peut être la diminution 
de l’expression de Bcl-2 que nous avons observé après 10 jours de culture. Etant donné 
qu’une étude préclinique a montré que l’expression de Bcl-2 était corrélée à la résistance des 
cellules aux inhibiteurs de mTOR (300), il est envisageable qu’il y ait un lien entre ces deux 
résultats. Une deuxième hypothèse pourrait expliquer cette chimio-sensibilisation. En effet, 
les toutes expériences réalisées lors de ce travail ont montré que les AcMo impactaient la 
morphologie des MALC. Cela pourrait avoir une répercussion sur les interactions 
intercellulaires et ainsi faciliter la pénétration des agents thérapeutiques dans le MALC. Enfin, 
les agents chimiothérapeutiques et les AcMo pourraient cibler les mêmes processus 
(production de ROS, inhibition de mTOR etc…), agissant ainsi en synergie, ce qui explique la 
meilleure efficacité de l’association AcMo + agent chimiothérapeutique comparé à la 
monothérapie. 
Au final, tous ces résultats prouvent l’efficacité du RTX et du GA101 dans un système de 
culture en 3D de LF en montrant d’une part que les AcMo sont plus efficace en 3D qu’en 2D. 
D’autre part, que GA101 présente une efficacité supérieure au RTX, ce qui confirme les 
études précliniques ou cliniques ainsi que les études menées in vivo dans un modèle de 
xénogreffe. Enfin, comme observé par Pickl et ses collaborateurs (260), il est important dans 
des études in vitro de disposer d’un modèle d’étude relevant au mieux de la pathologie 
d’intérêt. Il semble donc que le modèle 3D développé dans notre équipe, soit un bon modèle 
pour des études précliniques et permet d’envisager une application à plus grande échelle tel 
que le criblage de molécules thérapeutiques. 
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Parmi les mécanismes d’action induits par les AcMo, il existe des mécanismes dits indirects 
impliquant leur partie Fc. On en dénombre de trois sortes: l’ADCC, la CDC et l’ADCP. 
Durant mes travaux de thèse nous avons étudié l’ADCC. Ce phénomène est induit par la 
fixation du fragment constant des AcMo sur les FcR présents à la surface des cellules 
effectrices telles que les cellules NK et les lymphocytes T γδ TCR Vγ9Vδ2. Parmi les FcR, le 
principal mis en jeu dans ce phénomène est le récepteur activateur FcγRIIIa ou CD16.  
Comme détaillé en introduction, les cellules NK sont des effecteurs immunitaires qui 
participent activement à l’immunité anti-tumorale. Ces cellules de l’immunité innée sont 
capables de lyser rapidement une cellule cible de manière indépendante de l’antigène et sans 
activation préalable. La reconnaissance de la cellule cible peut se faire via les récepteurs 
activateurs ou inhibiteurs mais également via la reconnaissance d’un Ac préalablement fixé 
sur la cellule cible. Leur principal mécanisme d’action dans la lyse des cellules est la 
dégranulation de granules lytiques contenant PFN et GRZB. La PFN va conduire à la 
formation de pores dans la membrane plasmique laissant entrer le GZB dans le compartiment 
cytosolique. Suite à cela, le GZB active la voie des caspases conduisant ainsi à l’apoptose de 
la cellule cible. 
Ainsi, en se fixant au FcR, les AcMo entraînent l’activation des cellules immunitaires 
notamment via la cascade de signalisation en aval du FcR (Figure 43). La phosphorylation des 
protéines de cette voie de signalisation (notamment Syk, PLCγ2 et Akt) est le témoin 
intracellulaire de l’activation des cellules via le FcγRIIIa. 
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Figure 43: Signalisation en aval du FcγRIIIa ou CD16. 
 
Le RTX et le GA101 entraînent la déplétion des cellules B par le mécanisme d’ADCC et le 
GA101 présente un effet supérieur. Cette plus grande efficacité peut être imputée à 
l’afucosylation réalisée sur le fragment Fc, qui le rend plus affin pour le CD16 (195). 
Ces travaux font l’objet d’un article en cours de préparation. 
 
2- Méthodologie et résultats 
 
Pour cette étude, nous avons isolés des cellules NK de donneurs sains (échantillons fournis 
par l’Etablissement Français du Sang (EFS), CHU Purpan, Toulouse) grâce à une séparation 
sur gradient de Ficoll suivie d’un tri cellulaire magnétique négatif. Ces cellules NK sont 
ensuite sont mises au contact de MALC traités ou non avec les AcMo à 10 jours de culture, ou 
de cellules RL en suspension. Pour déterminer le taux d’ADCC en cytométrie en flux, on 
analyse le CD107a, marqueur de dégranulation, sur les cellules NK (cellules CD56+/CD3-) et 
le DAPI, marqueur de viabilité cellulaire, sur les cellules cibles (cellules CD19+/CD3-). 
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Comme montré sur la figure 44, le RTX et le GA101 induisent la dégranulation des cellules 
NK et la mort des cellules cibles, avec un effet supérieur observé en présence de GA101. Par 
contre, dans tous les cas, le GA101 induit une mort cellulaire plus importante des cellules 
cibles.  
Figure 44: RTX et GA101 induisent l’ADCC des cellules de LF par les cellules NK. 
Les cellules NK sont mises au contact des MALC ou des cellules RL en suspension selon deux ratios 
effecteurs/cibles: 0,5/1 (panel du haut) et 1/1 (panel du bas) (n=6). A l’issue des 4h de co-incubation, 
les cellules sont analysées en cytométrie en flux. Le CD107a permet de déterminer la dégranulation 
des cellules effectrices (panel de gauche) et le DAPI, la mort des cellules cibles (panel de droite). * = 
RTX et GA101 significatif par rapport au NT, ** le GA101 est significatif par rapport au RTX. 
 
De manière étonnante, on n’observe aucune différence entre les deux ratios E/T que ce soit 
pour l’activation des effecteurs ou la mort des cellules cibles. Nous avons réalisé les mêmes 
expériences avec des lignées primaires de lymphocytes T γδ ΤCR Vγ9+. Les résultats observés 
sont identiques à ceux obtenus avec les cellules NK (Figure 45). 
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Figure 45: RTX et GA101 induisent l’ADCC des cellules de LF par les lymphocytes T γδ 
TCRVγ9+. 
Les lymphocytes T γδ TCRVγ9+ sont mis au contact des MALC ou des cellules RL en suspension 
selon deux ratios effecteurs/cibles: 0,5/1 (panel du haut) et 1/1 (panel du bas) (n=5). A l’issue des 4h 
de co-incubation, les cellules sont analysées en cytométrie en flux. Le CD107a permet de visualiser la 
dégranulation des cellules effectrices (panel de gauche) et le DAPI la mort des cellules cibles (panel de 
droite). * = RTX et GA101 significatif par rapport au NT, ** le GA101 est significatif par rapport au 
RTX. 
 
Ensuite, nous avons voulu étudier ce phénomène en microscopie confocale sur des MALC 
entiers. Afin de pouvoir visualiser la totalité du MALC, nous nous sommes placées à 2 jours 
de culture, les MALC à 10 jours de culture étant trop volumineux. Ainsi, nous avons 
déterminé la mort des cellules du MALC induite pendant les 4h de co-culture entre les 
cellules NK et les MALC entiers après marquage à l’Annexine V. Les résultats observés sur 
les photographies de la figure 46 confirment les observations faites en cytométrie en flux. En 
effet, les traitements au RTX et au GA101 en présence de cellules NK induisent la mort des 
MALC. Le marquage Annexine V semble plus important dans la condition GA101, ce qui est 
également en accord avec les résultats de cytométrie en flux. 
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Figure 46: Le RTX et le GA101 favorisent la mort des MALC en présence de cellules NK. 
Des MALC GFP (NT, traités RTX ou GA101) à 2 jours de culture sont mis en culture avec des 
cellules NK à un ratio effecteur/cible de 10/1 pendant 4 h. L’Annexine V est ensuite ajoutée afin de 
visualiser les cellules mortes. Les MALC sont ensuite analysés au microscope confocal Zeiss 710. Les 
photographies représentent un z-stack. Dans le panel du haut, superposition des MALC GFP et du 
marquage annexine V. Dans le panel du bas, visualisation de l’annexine V seule. 
 
Ces données de microscopie sont des observations préliminaires. D’autres expériences 
doivent être réalisées avec des donneurs supplémentaires pour confirmer ces données 
obtenues. Il serait également intéressant de reproduire ces expériences avec des lymphocytes 
T γδ ΤCR Vγ9+ voire même à partir de biopsies de patients. 
Nous avons également cherché à déterminer si le GA101 entraînait une plus forte activation 
des cellules NK comparativement au RTX. Pour cela, nous avons analysé la phosphorylation 
de trois protéines de la signalisation en aval du CD16: Syk, PLCγ2 et Akt. Les 
phosphorylations/déphosphorylations étant des processus rapides, nous avons réalisés ces 
analyses après 5 min, 30 min, 1 h et 4 h de co-incubation entre cellules NK et MALC entiers. 
L’utilisation du FCB nous a permis de tester simultanément tous les temps de la cinétique. 
Comme montré sur la figure 47, les deux AcMo entraînent une activation de Syk, PLCγ2 et 
Akt. Chronologiquement, les deux premières protéines phosphorylées sont Syk et PLCγ2. Sur 
ces évènements précoces, on peut noter que la GA101 présente une efficacité supérieure à 
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celle du RTX. Par contre, sur des évènements plus tardifs telle que la phosphorylation d’Akt, 
il n’y a pas de réelle différence entre les deux AcMo. 
 
Figure 47: Le RTX et le GA101 activent la cascade de signalisation en aval du FcγRIIIa. 
Des MALC à 10 jours de culture ont été mis en contact avec des cellules NK pendant 5 min, 30 min, 1 
h ou 4 h avec un ratio effecteur/cible de 0,5/1 (n=4). Au terme de la co-incubation, les cellules sont 
prélevées, fixées puis perméabilisées. Les différentes conditions sont marquées avec plusieurs 
concentrations de colorants (CBD450 & CBD500) afin d’attribuer à chacune d’entre elles un « code-
barre » fluorescent. Ensuite, tous les marquages des phosphoprotéines et les marquages de surface sont 
réalisés simultanément au sein d’un même tube et analysés grâce au logiciel Cytobank®. 
 
Ces expériences ont également été réalisées sur des lignées primaires de lymphocytes T 
γδ ΤCR Vγ9+. Cependant, aucun résultat significatif n’a été mis en évidence. La principale 
hypothèse pour expliquer ce phénomène est que nous avons utilisé des lignées pour réaliser 
ces expériences. Lors de l’initiation de ces lignées, les lymphocytes T γδ ΤCR Vγ9+ sont 
stimulés avec du BrHPP et de l’IL-2 et sont utilisés 15 jours après, lorsque les lignées sont 
composées de plus de 90% de lymphocytes T γδ ΤCR Vγ9+. Ainsi, il faudrait réaliser ces 
expériences avec des lymphocytes T γδ ΤCR Vγ9+ fraichement isolés de la même manière que 
pour les cellules NK. 
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Au total, l’ensemble de ces résultats montrent tout d’abord que le RTX et le GA101 induisent 
de l’ADCC dans les MALC entiers. Il s’agit là de la première fois qu’un tel phénomène est 
mis en évidence dans un modèle 3D de LF. La supériorité du GA101 est visible tant dans 
l’activation des cellules effectrices que dans la mort des cellules cibles. 
Pour expliquer ces observations, plusieurs hypothèses peuvent être envisagées. D’une part, 
cette efficacité supérieure du GA101 peut être imputée aux modifications biochimiques qui 
ont été apportées lors du développement de cet AcMo de 3ème génération. En effet, une 
meilleure efficacité de la liaison de l’AcMo, tant sur le CD20, par changement dans la région 
coudée, que sur le FcR, par afucosylation, pourrait engendrer un meilleur pontage entre la 
cellule effectrice et la cellule cible, expliquant ainsi une meilleure ADCC. D’autre part, la 
meilleure affinité pour le FcR induite par l’afucosylation de la partie Fc du GA101 pourrait 
générer une plus forte activation des cellules effectrices. Enfin, il est possible que la 
désintégration des couches périphériques du MALC générée par le GA101 observée lors de 
l’étude des effets directs, facilite la pénétration des cellules immunitaires dans le MALC. 
Ainsi, les interactions cellules effectrices – cellules cibles seraient facilitées permettant alors 
une meilleure ADCC. 
Pour étoffer cette étude, il serait intéressant d’analyser en microscopie confocale la 
pénétration des cellules immunitaires au sein du MALC en temps réel (vidéo-microscopie), 
d’évaluer la biodiffusion des AcMo et de déterminer si la pénétration est meilleure avec le 
traitement des MALC par le GA101. 
De plus, il serait intéressant de compléter l’étude avec les lymphocytes T γδ Vγ9+ pour 
étendre cette action des AcMo à plusieurs types de cellules effectrices porteuses du FcR et 
impliquées dans l’ADCC induite pas le RTX et le GA101 (93).  
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Mon travail de thèse a porté sur l’étude des mécanismes d’action du RTX et du 
GA101 dans les MALC. Il s’agit là du 1er travail décrivant les mécanismes d’action du RTX 
et du GA101 dans un modèle de culture de cellules de LF en 3D. 
Nous avons montré que, de manière directe suite à leur fixation sur le CD20, les AcMo 
induisent une diminution de la croissance des MALC, notamment causée par l’induction 
d’apoptose. L’inhibition plus importante engendrée par le GA101 peut s’expliquer par 
l’induction de deux types de mort cellulaire supplémentaires: la mort lysosomale et la 
sénescence. Grâce à la technique du FCB, nous avons montré que le GA101 inhibe les voies 
de signalisation classiquement activées dans les LF. Nous avons également démontré que le 
RTX et le GA101 sensibilisent les MALC à la rapamycine. Outre ces effets directs, les AcMo 
ont également une action indirecte via la liaison de leur fragment constant sur les FcR 
exprimés par les cellules immunitaires. Ainsi, nous avons montré que les AcMo induisent 
l’ADCC des cellules du MALC par les cellules NK et que l’action du GA101 est plus forte 
que celle du RTX tant dans l’activation des cellules immunitaires que dans la lyse des cellules 
tumorales. 
Dans ce travail, nous n’avons pas abordé l’ADCP, connue également comme mécanisme 
d’action indirect des AcMo. En effet, selon le type de cellule immunitaire fixé par le fragment 
Fc, il se produira soit la lyse (si la liaison se fait avec des cellules NK ou des LT γδ), soit la 
phagocytose des cellules cibles (si la liaison se fait avec des macrophages). Dans la partie 
introductive de ce manuscrit, nous avons traité des mécanismes d’immuno-échappement mis 
en place par la tumeur et notamment de ceux permettant à la cellule tumorale d’échapper aux 
cellules effectrices de l’immunité. Parmi ces mécanismes, on trouve la surexpression de la 
protéine CD47 à la surface des cellules tumorales et notamment sur les cellules de LF (243, 
301). Le CD47 est une protéine qui par sa liaison avec SIRPα exprimée par les macrophages, 
inhibe le processus de phagocytose (243). Nous avons voulu analyser l’expression du CD47 
dans notre modèle et nous avons ainsi observé que les cellules cultivées en 2D et les cellules 
de MALC expriment fortement le CD47 (Figure 48). De manière intéressante, nous avons vu 
que l’expression du CD47 augmentait dans les MALC au cours du temps.  
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Figure 48: Expression du CD47 sur les cellules RL cultivées en 2D ou en 3D. 
Histogramme représentant l’expression du CD47 sur les RL cultivée en 2D ou sur les MALC au cours 
du temps. CI: Contrôle Isotypique, mfi: Mean of Fluorescent Intensity. 
 
Suite à ces observations, nous avons voulu déterminer l’impact des AcMo sur l’expression de 
cette protéine au sein des MALC. De manière étonnante, nous avons pu mettre en évidence 
que le GA101 diminue drastiquement cette expression (Figure 49). Le RTX induit le même 
phénomène mais dans une moindre mesure. L’inhibition induite par le GA101 est de plus en 
plus importante au cours du temps jusqu’à atteindre 40%. 
 
Figure 49: Expression du CD47 selon les traitements dans les MALC au cours du temps. 
Histogrammes représentant les niveaux relatifs d’expression du CD47 par rapport au MALC non traité 
(NT). H: Herceptine. 
 
Ces résultats ne sont que des données préliminaires mais nous encouragent à poursuivre 
l’étude. Il serait intéressant d’analyser les répercussions fonctionnelles de cette modulation de 
l’expression du CD47. 
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Chao et ses collaborateurs ont montré, dans le cadre d’une étude sur les LNHs, que 
l’association RTX – AcMo bloquant anti-CD47 augmentait considérablement la phagocytose 
des cellules de LNHs par les macrophages (243). Aux vues de nos observations concernant la 
modulation de l’expression du CD47 par les AcMo et plus particulièrement par le GA101, il 
serait intéressant d’étudier les effets d’une telle association avec les AcMo anti-CD20. 
L’immunothérapie à base d’AcMo anti-CD47 apparaît de plus en plus prometteuse aux vues 
des études qui ont été menées (302). L’étude menée par Tseng et ses collaborateurs a montré 
que les AcMo bloquants anti-CD47, induisaient in vivo une forte réduction de la masse 
tumorale (303). Ainsi, combiner le GA101 avec des AcMo bloquants anti-CD47 permettrait 
d’ouvrir de nouvelles perspectives thérapeutiques pour les LNHs. 
SIRPα n’est pas le seul ligand de CD47. En effet, le CD47 peut également se lier à la 
glycoprotéine thrombospondine 1 (TSP-1). Par cette liaison, le CD47 est impliqué dans les 
interactions cellule – MEC car la TSP-1 contient plusieurs domaines de liaison à différents 
composantes de la MEC telles que la fibronectine ou encore la laminine (304). Or, nous avons 
montré durant mes travaux de thèse une accumulation de fibronectine et de laminine dans les 
MALC (cf. article 2, fig. 2). La modulation du CD47 par le GA101 pourrait donc avoir un 
impact sur la liaison des cellules du MALC à la MEC et pourrait ainsi expliquer la 
désagrégation du MALC que nous avons observé lors de l’étude des effets directs du GA101 
(cf. article 2, fig. 2). Une extrapolation peut être faite de toutes ces données, mettant en 
évidence un nouveau mécanisme d’action du GA101. En effet, le GA101, via l’inhibition de 
l’expression du CD47, pourrait diminuer les liaisons cellule – MEC entraînant ainsi une 
« dislocation » de la structure 3D. Cette « dislocation » pourrait faciliter la pénétration des 
agents thérapeutiques telle que la rapamycine. Afin d’étudier ces mécanismes, il serait 
intéressant d’évaluer la phagocytose en cytométrie en flux et en microscopie afin de 
déterminer l’impact fonctionnel de la modulation du CD47 par le GA101. De plus, il serait 
également intéressant d’associer le RTX et le GA101 à un AcMo bloquant anti-CD47 pour 
déterminer si ces AcMo agissent en synergie. 
 
La MEC peut représenter un environnement défavorable à la pénétration des cellules 
immunitaires. En effet, l’équipe de Donnadieu a étudié l’impact de la MEC sur l’infiltration 
des cellules T. Bien qu’il semble que la présence d’un réseau fibrillaire puisse faciliter la 
migration des cellules T, la MEC apparaît comme un obstacle entre les lymphocytes T et les 
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cellules tumorales (305). En effet, dans les tumeurs solides, la MEC semble anormale. Les 
modifications à la fois quantitatives et qualitatives la rendent généralement plus épaisse et 
d’orientation linéaire. La MEC, qui peut être sécrétée par les cellules tumorales elles-mêmes, 
est régulée par les cellules du micro-environnement telles que les fibroblastes et les 
macrophages qui influencent le positionnement des fibres et la production de MEC (285). La 
tumeur semble de servir de la MEC comme d’un bouclier afin de prévenir l’infiltration des 
cellules immunitaires (306). Ce bouclier pourrait également gêner la pénétration d’agents 
thérapeutiques tels que les agents chimiothérapeutiques et les AcMo. Créer des failles dans ce 
bouclier pourrait donc représenter une approche thérapeutique intéressante. 
L’union fait la force… Voilà une célèbre locution française qui prend ici tout son sens. Au 
même titre que la MEC peut être vue comme un bouclier, les cellules tumorales interagissent 
entre-elles de manière à ne laisser la place à aucune infiltration cellulaire. Altérer ces 
interactions pourrait être un moyen de rendre la tumeur plus perméable, notamment aux 
agents chimiothérapeutiques. D’autres observations faites durant mes travaux de thèse laissent 
penser que le GA101 est capable d’impacter ces interactions. En effet, comme montré sur la 
figure 50, le GA101 diminue l’expression d’ICAM-1 (InterCellular Adhesion Molecule 1) sur 
les cellules de MALC. Après 20 jours de culture, on atteint une inhibition d’environ 40% qui 
pourrait être corrélée à la désintégration du MALC induite par le GA101. 
 
Figure 50: Inhibition de l’expression d’ICAM-1 par le GA101 dans les MALC. 
Histogrammes overlay représentant les niveaux relatifs d’expression d’ICAM-1 par rapport au MALC 
non traité (NT). H: Herceptine 
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ICAM-1 est une protéine transmembranaire qui interagit avec les intégrines et principalement 
LFA-1 (Lymphocyte Function-associated Antigen 1), participant ainsi au phénomène 
d’adhésion intercellulaire. En altérant les interactions cellule – cellule, le GA101 pourrait 
diminuer la compaction tumorale facilitant par conséquent l’accès de la tumeur aux agents 
thérapeutiques et aux cellules immunitaires. 
ICAM-1, via son rôle dans l’adhésion intercellulaire, participe également au processus de 
métastase tumorale. En effet, des travaux récemment menés par Hsin-Shan Yu et ses 
collaborateurs ont montré qu’ICAM-1 était impliquée dans le phénomène de métastase du 
cancer du pancréas. Ce processus implique ICAM-1 mais également la bradykinine et MMP-9 
(Matrix MetalloProtease) (307). Or des travaux non publiés de notre équipe ont montré une 
surexpression de MMP-9 dans les MALC en comparaison avec une culture 2D classique. En 
diminuant ICAM-1, le GA101 pourrait également limiter ce phénomène de métastase. 
Les tumeurs solides présentent une densité cellulaire élevée. Le fort compactage de ces 
tumeurs semble être du à cette armature intercellulaire constituée des composants de la MEC. 
Les tumeurs épithéliales présentent une haute capacité à synthétiser des protéines matricielles 
(308). Tannock et ses collaborateurs ont montré que la quantité de composants matriciels est 
proportionnelle à la densité cellulaire (281). De plus, la rigidité tumorale est conférée par les 
interaction cellule – cellule (309) mais également par les interactions cellule – MEC (310). 
Enfin, toutes les cellules au sein d’une même tumeur ne sont pas exposées aux mêmes 
concentrations de drogues, du fait d’une diffusion différentielle à travers la MEC (281) 
causant ainsi des rechutes et des phénomènes de résistance (311). Il semble fort intéressant 
d’étudier le rôle de MEC dans le LF, qui est à l’heure actuelle très peu décrit: comprendre 
comment les cellules de LF sécrètent la MEC ou encore évaluer quel est l’impact de la MEC 
dans la biodiffusion et l’effet des AcMo.  
 
Au total, mes travaux de thèse ont permis de caractériser les mécanismes d’action directs et 
indirects dans un modèle de culture de LF en 3D. Ce modèle est tout à fait innovant et permet 
de prendre en compte des paramètres tels que l’architecture spatiale ou les contraintes 
mécaniques dont on sait, par des études réalisées à partir de culture 3D de cellules 
carcinomateuses, l’influence sur la réponse et/ou l’efficacité thérapeutique. 
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Ce modèle tout à fait relevant de la physiopathologie est un outil majeur pour l’identification 
de nouvelles cibles (MEC, CD47…) mais également pour le criblage de nouvelles molécules 
thérapeutiques. La « complexification » d’un tel modèle avec l’intégration de cellules 
immunitaires et du micro-environnement, et la mise en culture en 3D de cellules issues de 
patients, représentent un challenge pour le futur. 
 
Mes travaux de thèse s’inscrivent donc dans un projet global dont le but est, comme le disait 
Christian de Duve, célèbre prix Nobel qui s’est éteint cette année : « Mieux comprendre, 
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Characterization of intracellular signals activated by anti-CD20 monoclonal 
antibodies in a 3 dimensional culture of follicular lymphoma cells 
 
Follicular lymphoma (FL) is the second most frequent subtype of non-hodgkin’s lymphoma. 
FL cells are characterized by overexpression of Bcl-2, an antiapoptotic protein, due to the 
t(14;18) translocation. FL is an incurable disease despite numerous therapeutic strategies. 
Anti-CD20 monoclonal antibodies (mAbs) have revolutioned treatments and particularly xith 
the development of Rituximab (RTX, chimeric mAb). To overcome resistance against RTX 
and thanks to engineering progress, mAbs are constantly improved. So Obinutuzumab 
(GA101, humanized mAb) was developed as a worthy successor of RTX. 
The aim of my thesis project is to compare mechanisms of action of these two mAbs. To do 
that, it is essential to work on a model relevant for our pathology: the FL. FL is characterized 
by the development of tumoral mass in patients’ lymph node. That’s why we used a 3D 
culture model created in the lab. This model calld MALC (Multicellular Aggregates of 
Lymphomatous Cells) derived from the hanging drop technique. It permits us to obtain 3D 
structures with RL cells (FL cell line) on which we compared the two mAbs RTX and GA101 
(with mAb control: herceptin). 
We showed that both RTX and GA101 inhibit MALC growth and induce apoptosis diectly. 
Furthermore, GA101 is able to induce senescence and lysosomale cell death. Thanks to 
fluorescent cell barcoding method, we observed that both mAbs inhibit signaling pathways 
classically increased in FL cells. Moreover, indirectly, RTX and GA101 increase cytotoxic 
activity of NK cells and T γδ lymphocytes vis-à-vis to MALC trough antibody-dependent cell 
cytotoxicity (ACDD). GA101 is more efficient than RTX either in activation of effector cells 
and in target cells lysis. We further observed that both RTX and GA101 was able to decrease 
CD47 expression on FL cells, counteracting immunoescape strategy developed by tumoral 
cells. 
Knowing the improvements brought to GA101 compared to RTX and according to in vitro 
studies showing better efficiency of GA101, chances are high that this mAb is going to 
represent with dignity the 3rd mAb generation in the fight against FL. 
 
Keywords: lymphoma, spheroids, monoclonal antibodies 
 
